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Untersuchungen iiber Cytolyse bei Krebs. III. 
Von 
N. Waterman, L. de Kromme und J. F. Lemmens. 
(Aus dem Laboratorium des Antoni van Leeuwenhoekhuis, Amsterdam.) 


Diese Mitteilung bildet eine Fortsetzung der in dieser Zeitschrift (182, H. 5/6, 
188, H. 1/3, 1927) erschienenen Studien. 


(Eingegangen am 26. Oktober 1928.) 


Wir haben die Publikation dieser dritten Mitteilung jetzt emp- 
fehlenswert gefunden, nicht weil damit der Gegenstand zum AbschluB 
gebracht worden ist, sondern weil bei noch langerem Abwarten die 
Ausdehnung dieser Studien eine kurze Fassung absolut unmédglich 
gemacht hatte und dadurch schon fertige Punkte unverdffentlicht 
geblieben waren. 


In aller Kiirze méchten wir die Ergebnisse der vorherigen Unter- 

. . v. . y . . . 

suchungen rekapitulieren. Wir konnten in Ubereinstimmung mit 
Freund und Kaminer zeigen, dab: 


1. Normales Blutserum, sowie normale Organe, vor allem Milz und 
Lymphdriisen, krebszellenzerstérende Stoffe enthalten. 


2. Diese lésende Eigenschaft hat Krebsserum verloren, ohne vorliufig 
sagen zu kénnen, ob das Fehlen (derselben) dem Fehlen lésender Substanzen 
oder dem Entstehen schiitzender Substanzen zuzuschreiben sei. 

3. Die lésenden Stoffe gehen bei der feuchten Atherextraktion in die 
Atherfraktion iiber; sie finden sich in dem Acetonniederschlag, der in der 
atherischen Lésung erzeugt wird. Thre Wirkung tritt nur in Erscheinung, 
wenn einige mitgerissene Lipoide entfernt werden, und duBert sich in mit 
Puffern hergestellten klaren Lésungen, die kein koagulierbares Eiwei®8 und 
keine (bekannten) Fermente enthalten. 

4. Die lésenden und schiitzenden Stoffe sind vorléiufig noch nicht 
chemisch definierbar; jedenfalls konnten wir die Freund und Kaminerschen 
Angaben von der Bedeutung der gesattigten und ungesattigten Dicarbon- 
sdurereihen nicht bestatigen. 
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5. Die lytischen K6rper sind radiosensibel. Es besteht dabei keine 
einjache Beziehung zwischen Strahlendosis und Effekt: es zeigen sich 
eigentiimliche, wellenartige Schwankungen, die vermutlich Abbau und 
Synthese von Zwischenkérpern zuzuschreiben sind. 

In dieser Abhandlung wollen wir nun behandeln: 

A. Die jetzige Darstellung der wirksamen Extrakte und soviel wie 

von deren chemischer Zusammensetzung gesagt werden kann 
. Die Beziehungen zu Fermentsystemen. 
C. Neuere Ergebnisse tiber die Beziehungen von Zell-Lysis zu 
Zelischutz. 
D. Den Zusammenhang mit anderen immunbiologischen Er 
scheinungen. 
A. 
1. Darstellung. 

Die jetzige Darstellung, die sich nach vielen Vorversuchen als die 
beste bewahrt hat, ist wie folgt. Mehrere Kilogramm (8 bis 10) Milz 
und Lymphdriisen werden, unter RiickfluBkiihlung, unter stetiger, aber 
nicht zu kraftiger Aufwirbelung, mit der zehnfachen Menge Ather 
unter Auswechseln bei 35° so lange extrahiert, bis schlieBlich die Extrakte 
farblos sind. Die Extrakte werden vereinigt und bei 30° C bis auf ein 
Zehntel des Volumens abdestilliert. Der Extrakt bleibt dabei bis zum 
Ende wasserklar und es zeigt sich keine Trennung in wisserige und 
iitherische Schicht. Der Extrakt bleibt vollkommen homogen. 

Beim Lymphdriisenextrakt kann vor Acetonhinzufiigung eine einfache 
Trennung und Reinigung schon dadurch bewerkstelligt werden, daB durch 
Kiihlung auf 0° ein rein weiBer Niederschlag zur Ausscheidung gebracht 
wird, der ohne Schwierigkeit als Palmitinstearin identifiziert werden kann. 

Dieser Stoff ist aufzufassen als Palmindistearin (Séurezah! 0 bis 2). 
Verseifungszah!] 160 bis 200. Schmelzpunkt 52 bis 53°; nach Umkristalli- 
sieren aus Ather 57 bis 58°. Jodadditionszahl 18 bis 24. 

Aus diesen Zahlen kann man annehmen, daB mehrbasische Fettsauren 
nicht vorhanden sind, vor allem, daB auch die Jodadditionszahlen die 
Anwesenheit von ungesattigten Fettsaiuren unwahrscheinlich machen. 

Beim Milzextrakt geht diese einfache Reinigung nicht so leicht 
vonstatten. Abkiihlung hat hier keine Bedeutung. Das tibliche Ver- 
fahren bei Milzgewebe ist jetzt folgendes: 

Im Milzatherextrakt wird mit der fiinffachen Menge reinen Acetons 
ein Niederschlag erzeugt, der die wirksamen Kérper sowie eine Menge 
Fette und Lipoide ‘enthalt. Dieser Niederschlag wird dann so lange 
mit Aceton gewaschen, bis er farblos ist und méglichst weiB aussieht. 
Wir haben nun friiher schon berichtet, daB dieser Acetonniederschlag 
nach Alkoholreinigung, getrocknet und. geschiittelt mit Phosphat- 
puffer von px 7,7 schon gut wirksame lytische Priparate liefern kann. 
Aber die regelmaBige gute Ausbeute scheitert daran, daB es meistens 
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nicht gelingt, die Priparate geniigend von Lipoiden zu befreien. Zur 
Erzielung konstanter Ergebnisse ist darum ein weiterer Reinigungs- 
proze8 unbedingt erforderlich. 


Friiher wurde vielfach ausgiebig mit 96 °,igem Alkohol auf der 
Nutsche gewaschen und hiermit oftmals ein gutes Resultat erzielt 
Nun wurde weiterhin gefunden, daB ein betriichtlicher Tei] des Nieder- 
schlags in einem Gemisch von gleichen Teilen Alkohol und Ather bei 
40° C léslich ist, und daB hierbei die cytolytisch wirksame Fraktion 
ungelést zuriickbleibt und sich auf der Nutsche trennen laBt. Diese 
Fraktion enthilt auch gewisse Fermente, worauf wir spiter zuriick- 
kommen. 

Der Vorgang in diesem Stadium der Untersuchung wird am besten 
durch folgendes Schema wiedergegeben: 


Schema I. 


Atherischer Milzextrakt 


\ 
bei 0°C gekiihlt und Niederschlag auf Atherisches Filtrat in Aceton aus- 
der Nutsche abgesaugt, gegossen, 
Niederschlag in Ather gelést und in Niederschlag abdekantiert und 
Aceton ausgegossen bis Farblosigkeit gewaschen 
\ : ) 
Niederschlag dekantiert und mit Aceton Acetonlosung Riickstand nach 
gewaschen bis farblos abgesaugt (verworfen) Trocknung in 
ie Alkohol-Ather (1:1) 
- bei 40°C 
Rackstand nach L jsung eo: 
frocknung in in Aceton * 
Alkohol-Ather verworfen — unlisliche Fraktion 
(1:1) bei 40°C losliche Fraktion klebt an den 
a bei 30°C Wanden des Kolbens 
" a Toa getr« »cknet . i adined - 
unldsliche Fraktion = 
getrocknet bei 30°C —_lésliche Fraktion : 
A. (wirksam ). B. (unwirksam). D. (anwirksam). C. (wirksam ). 


Hiermit wird die Ansicht bestatigt, dab die Reinigung durch 
Kiihlung keinen Wert hat, auf alle Falle aber unvollstandig ist. 

Es wurde nun weiterhin gefunden, daB von dieser in Alkohol- 
Ather unléslichen Fraktion sich wiederum ein Teil durch Auflésung in 
reinem thiophenfreien Benzol abtrennen 14Bt. Diese Trennung wird 
in der Kalte vorgenommen. Nach Stehenlassen entsteht ee Scheidung 
in eine gelbbraune Fliissigkeit und einen weiblichen Niederschlag. 
Nach weiterem Stenen bleibt nur ein winziger Bodensatz, der sich 
langsam, wie eine kolloidale Substanz, zum Boden bewegt. Es wird 
nun so lange mit reinem Benzol gewaschen, bis die obenstehende Fliissig- 
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keit farblos erscheint. Es wird dann dekantiert. Der Bodensatz enthalt 
die wirksamen Kérper; er 148t sich, von gelatinéser Beschaffenheit, auf 
Glasplatten in diinner Schicht verteilen, leicht trocknen und zu weiB- 
grauem Pulver zerreiben. 


In diesem Stadium wurde nun auch insoweit eine kleine Anderung 
in der Extraktionstechnik angebracht, da nicht mehr in Glas, sondern 
in emailliertem Kessel mit Dampferwarmung extrahiert wurde, und 
dieses im gréBeren Umfang (10 kg und mehr). Die Extraktion geht 
hierbei noch leichter vonstatten ohne groBen Atherverlust. Nach der 
Einfiihrung der Benzoltrennung wurde die Alkohol-Athertrennung, 
welche eigentlich keine chemische Dokumentation besitzt, fortgelassen 
und sofort die Benzoltrennung angeschlossen. 


Es zeigte sich nun weiter, daB der Benzolniederschlag sich in 
Chloroform ziemlich homogen verteilt und aus dieser kolloidalen Lésung 
glatt, groBflockig und reinweifs von Aceton niedergeschlagen wird. 
Dieser Niederschlag 14Bt sich auf der Glasplatte leicht trocknen und zu 
weiblichem Pulver verreiben. 


Die schlieBliche Darstellung geschieht also nach folgendem 


Schema II. 


Atherische Lésung. 
Niederschlag in Aceton 


Niederschlag aufgelost in Benzol 


Unlisliche Fraktion (wirksam) Lésliche Fraktion (verworfen) 


emulgiert in Chloroform 

Niederschlag mit Aceton, 
auf der Nutsche abgesaugt, 
Trocknung und Pulverung. 


Die auf diese Weise erhaltene Ausbeute ist relativ gering, ungefabr 
2g auf 10 kg Organ. 

Um aus diesem Pulver nun eine lytisch wirksame Lésung darzu- 
stellen, wird es mit einer Pufferlésung von bestimmter Zusammen- 
setzung geschiittelt. Es wurde“schon in unseren vorigen Mitteilungen 
hervorgehoben, daf der cytolytische Versuch in alkalischem Milieu 
stattfinden soll.. In saurem Milieu sind die Zellen unempfindlich fiir 
diese spezifisch-cytolytische Einwirkung; in stark alkalischem Milieu 
dagegen zerfallen die Krebszellen sehr leicht spontan. Es mu} darum 
der Versuch bei einem bestimmten pq vorgenommen werden. Als 
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Tabelle I. Wirksamkeit der dargestellten Lésungen. 
Zellenzahl Lysis 
Nr. PH 7 (korrigiert) Bemerkungen 
vor | 24Std. 0 
M 5 7 316 198 37 
ae. ok & ie. ee 7 205 94 54 _ 
Dieselbe nach 48" Rontgen- 
bestrahlung, 180kV, 2mA 7 254 149 41 
M7 S 300 119 60 
Dieselbe be sstrahlt 8 196 112 40 | Agglutination 
M8 74 86 2 56 | 
M9 a ee eT Oe 74 470 391 17 
Dieselbe ‘nach 60’ Rontgen- 
bestrahlung bet glen: Sil vl 7,4 355 279 21 
Dieselbe nach 120’ Réntgen- 
bestrahlung 7.4 258 163 33 
Dieselbe unbestrahlt, doppelte 
Konzentration der Losung 7.4 349 =. 280 20 
OF Oi eee ey 7,2 385 362 5 
Dieselbe nach Benzol-Chioro- 
formreinigung . 7,2 364 280 23 Agglutination + 
M 12, ungereinigt . ‘ 7 271 272 0 — 
Dieselbe nach Benzol- c bloro- 
formreinigung . 7 386 280 27 
> aes Se 7 314 127 60 
Dieselbe nach weiterer Rei- » Agglutination + 
nigung 7 339 63 81 
M 15, gereinigt 7 209 88 59 _ 
Dieselbe, C hloroformreinigung <74) 181 65 | > 66 -— 
Dieselbe nach 1Std. Rént- 
genbestrahlung . . i 74 263 121 53 
Dieselbe nach 2Std. Rént- 
genbestrahlung . -_—e 74 209 119 43 
Dieselbe nach 3Std. Ront- 
genbestrahlung . 74 246 113 53 — 
M 16, nur Benzolreinigung 7,2 293 51 83 Agglutination + + 
Dieselbe nach Chloroform- 
behandlung oie 7,2 267 144 46 _ 
M 17, ungereinigt : 7,3 430 453 5 
Dieselbe nach 120’ Rontgen- 
bestrahlung . 7,3 328 248 24 
Dieselbe nach 180’ ‘Réntgen- 
bestrahlung Tipe 7,3 328 | 871 —13 - 
M 16. : < 7.4 | 360 162 55 
Dieselbe gekoc sht . 7,4 409 9345 16 — 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Zellenzahl Lysis 
Nr PH . ary (korrigiert) Bemerkungen 
vor 24 St. %F, 
M 18. id 7,4 >287 189 35 
Dieselbe, 100° C 7.4 294 243 17 
H 14 ee eee er 7,4 311 146 53 Agglutination + + 
Dieselbe nach 60° Roéntgen- 
bestrahlung ee eae 7.4 283 180 37 ° 
Dieselbe nach 120’ Réntgen- 
bestrahlung 74 287 226 21 . 


solcher wurde wie friiher gew6hnlich py 7,4 gewahlit. Es wurde deshalb 
das Pulver im Verhaltnis von 1 : 20 mit einer Fliissigkeit von 

9eem sek. Phosphat 
1 ., prim. 
wihrend 1 Stunde kraftig im Schiittelapparat geschiittelt und dann 
nach Absetzung durch aschefreies Filter filtriert. Es ergibt sich eine 
klare, oder fast unmerklich opalisierende Lésung. 

Wird die Lésung erwirmt, dann verschwindet auch noch diese 
letzte Opaleszenz und es geht mehr Stoff in Lésung. Beim Kochen 
tritt keine Koagulation ein. Steigert man die Alkalinitat der Lésung, 
z. B. in Bicarbonat- oder carbonatalkalischer Lésung, wie es Freund 
und Kaminer mit ihren Substanzen tun, so wird die Léslichkeit noch 
weiter gesteigert. Fiihrt man weitere Substanz der Lésung zu, so ent- 
stehen stabile kolloidale Lésungen. 

Weil der cytolytische Versuch im schwach alkalischem Milieu 
untersucht werden mu, war es zwecklos, die Léslichkeit der Substanz 
im sauren Bereich zu untersuchen, weil die Lésung der wirksamen 
Stoffe doch nur aus der cytolytischen Aktivitaét geschlossen werden 
kann. Es ist aber gar nicht unwahrscheinlich, dab auch auf der sauren 
Seite des isoelektrischen Punktes eine Lésung stattfinden kann, wie 
das auch bei anderen biologisch-aktiven Stoffen der Fall ist. 

Tabelle I (in der auch andere Daten mit verarbeitet worden sind) 
zeigt nun, dab in der Tat mit dieser Darstellung mit ziemlicher Regel- 
mabigkeit aus den Organen (Milz, Lymphdriisen) aktive lytische 
Priparate hergestellt werden kénnen. Es sind sehr aktive Praparate 
bereitet worden, die an den frither angegebenen Hoéchstwert von 80°, 
nahe herankommen. Ein vollkommen identischer lytischer Titer ist 
auch darum nicht gianzlich erreichbar, weil das Zellenmaterial, worauf 
die Aktivitéat gepriift wird, naturgemiB ungleichwertig sein mui), 
obwohl immer der transplantable Tworttumor! dazu verwendet wurde. 


> nach Sérensen -- 50 ceni phys. Kochsalzlésung, 


1 Siehe erste Mitteilung, 8. 379. 
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Aus der Tabelle laBt sich ebenfalls entnehmen, dab die lytische 
Substanz durch Hitze zerstérbar ist, und weiter, daB sich parallel der 
Lysis noch eine andere biologische Erscheinung, die Agglutination, 
beobachten 1laBt, deren Studium uns noch erhebliche Dienste ge- 
leistet hat. 

2. Der chemische Charakter der Substanz. 

Wir haben schon mehrfach erwhihnt, daB wir der Auffassung von 
Freund und Kaminer beziiglich der Konstitution der lytischen Substanz 
nicht beistimmen k6nnen. 

Die relativ grobe Ausbeute bei der Extraktion von groBben Mengen 
Organsubstanz erlaubte uns, dieser Frage jetzt etwas naherzutreten 

Es zeigte sich, dab die Elution zwar frei von koagulablem Eiweil 
war, jedoch mit dem Ninhydrinreagens eine deutlich positive Reaktion 
ergab. Es sind deshalb in der lytischen Fliissigkeit Eiwei$spaltprodukte 
von typischer Struktur anwesend. 

Weiterhin zeigte sich eine ganze Reihe von Proteinproben als 
positiv, wie die nichste Ubersicht zeigt. 





Resultat 
Ammonsulfat...... + 
Phosphorwolframsaure . . + 
ee thie aii angedeutet 


Ninhydrin : 
{ nur in stark konzen- 


Biuret : 
| trierter Losung + 


Adamkiewicz . 
Xanthoprotein 


Reaktion nach Molisch (nach Kochen in wasseriger Losung) 
Von anorganischen Bestandteilen in der Asche gibt folgende Zusammen- 
stellung eine Ubersicht. 





Kalium P 


(Kobaltnitrit) Calcium Fe’ fe’’" Cl 


(nach Embden) 


Auffallend ist die konstante Anwesenheit von Phosphor, sogar 
in sehr gut gereinigten Praparaten, wo nach den verwendeten Losungs- 
mitteln die Abwesenheit von Phospholipinen zu erwarten wire. 


Wir haben darum noch bei einer Reihe von Priiparaten sowohl N 
wie auch P quantitativ bestimmt, um zu ermitteln, ob ein konstantes 
Verhaltnis zwischen beiden besteht. Es ist zuzugeben, da schon ein 
kleiner Reinigungsfehler darin betrachtliche Unstimmigkeiten  ver- 
ursachen kann. Tabelle II gibt die Resultate. 
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Tabelle II. 
NH 

Nr N P N/P | N° Bemerkungen 

Oly 0 0 0 0 
M 9 2,946 0,240 12.3 ) Unvollstandige 
M ll 3,36 0,115 28 | Reinigung 
M 13 4,20 0,148 29.1 - 
M 14 5,72 0,0982 57 — 
M 16 3,36 0,109 32 
M 1% 4,34 0,223 19 = Silberreaktion 
M 18 8,92 0,119 33 _ nach 
M 19 3,29 0,107 31 Riidisch-Kleeberq 
M 20 2,94 0,119 25 + 
M 21 8,43 0,107 32 
M 22 3,99 0,159 25 
M 23 4,20 0,124 33 
Mittel : 3,12 0,139 | 29,7 0,7 


Methodik: N (MikrosKjeldahil). P (alkalimetrisch nach Neumann). NH,N (Formoltitration). 


Das ziemlich konstante P: N-Verhaltnis weist aber doch darauf 
hin, da8 wir ein annaihernd identisches Praparat in die Hand bekommen 
haben. 

Wir wissen aber noch gar nicht, auf welche Gruppen von Proteinen 
oder Lipoiden die relativen P- und N-Zahlen verteilt sind. Fiir reines 
Nucleoprotein ist der P-Gehalt zu hoch, fiir Phosphatid zu niedrig. 
Selbstverstindlich ist auch die Méglichkeit noch anderer N-haltigen 
Koérper gegeben. 

Nun weist die niedrige Formalinzah] nach mehrstiindigem Kochen 
mit HCl (nur ein Fiinftel des totalen N) darauf hin, daB die Protein- 
gruppe nur ein relativ kleiner Teil des Komplexes sein kann. 

Es wurde denn auch spiater durch Kochen mit starkem H N O, eine 
Trennung des Priparats in zwei Gruppen bewirkt. 

Es werden dabei auch in unseren reinsten Praparaten noch 
phosphatidartige Koérper frei, die mit PtCl, und CdCl, kristallinische 
Niederschlage geben. Dieser siureunlésliche Koérper enthalt auch 
reichlich P. 

Es war nun notwendig, zu untersuchen, ob auch in den Elutionen 
dieser Praparate (selbstverstandlich mit Wasser hergestellt) Phosphor 
nachweisbar ist. Die empfindlighe Methode nach Embden gab dazu 
die Méglichkeit. Es war immer eine Opaleszenz mit diesem Reagens 
zu beobachten. 

Wir finden also, daB die feuchte Atherextraktion eigentlich doch 
keine richtige Scheidungsmethode ist; da mit ihr aber besondere 
EiweiBgruppen, relativ fest an Kérper lipoider Natur gebunden, 














Cytolyse bei Krebs, II. 9 


mitgeschleppt werden'. Es handelt sich also wohl auch hier um Sub- 
stanzen von nucleoproteider Natur in Kombination mit Lipoidkérpern 
die auch sonst in der Immunbiologie die Trager der eigentlichen Immun- 
kérper sind. Sie kénnen aber hier ihre lytische Wirkung in vitro nur 
dann ausiiben, wenn stérende Gruppen entfernt worden sind, und 
die verschiedenen Operationen haben eigentlich nur den Zweck gehabt, 
diese Kérper stufenweise zu entfernen. 


3. Die Strahlenempjindlichkeit der lytischen Substanz. 


In unseren vorigen Mitteilungen haben wir die Strahlenempfindlich- 
keit der lytischen Seren und Organextrakte betont, eine Empfindlich- 
keit, die sich abhangig von der zugefiihrten Réntgenenergie, sowie in 
Abschwichung als in Aktivierung auBern kann, welche beide Stadien 
wellenartig ineinander tibergehen kénnen. Naheres iiber dieses Phinomen 
wurde in der Zeitschrift fiir Krebsforschung? mitgeteilt. Diese Mit- 
teilung scheint vielfach nicht recht verstanden zu sein. Von einigen 
Seiten ist das so aufgefaBt worden, als sei die Réntgenwirkung 
unregelmaBig. Das ist aber nicht richtig; es folgen sich Beeinflussung 
in positivem und in negativem Sinne ganz regelmabig. 

Wie schon friiher angegeben wurde, sind auch die kiinstlich be- 
reiteten lytischen Extrakte radiosensibel. Wir haben aber die Er- 
fahrung gemacht, daB die Radiosensibilitit der von Serum oder 
Hautextrakten nachsteht, und weiter, daB mit der fortschreitenden 
Reinigung der Extrakte die Sensibilitat nicht zunimmt. So haben wir 
in der Tabelle einige neue Réntgenversuche aufgenommen. Merk- 
wiirdigerweise reagieren da nur Extrakte, die nach ungeniigender 
Reinigung erhalten und nicht sehr aktiv waren; und eben diese sind 
von Réntgenstrahlung betrdchilich beeinfluBt worden. 


Der Strahlungseffekt ist zwar immer nachweisbar; aber es tauchte 
doch die Frage auf, ob wirklich der lytische Kérper an sich strahlen- 
empfindlich ist, und ob nicht eher diese Strahlenempfindlichkeit den 
verschiedenen eingeschalteten Zwischenkérpern zukommt (Hemmungs- 
kérpern, Schutzsubstanzen). 


Es ist dasselbe Problem, das sich bei den Fermentuntersuchungen 
dartut und vermuten ]4Bt, daB die beschriebenen Effekte von Ferment- 
beeinflussung (Aktivierung oder Vernichtung) durch Chemikalien und 
Strahlung, und sogar die Abhaingigkeit der Fermentwirkung von dem pq 
nicht dem Ferment selbst zukommt, sondern daran gebundenen Korpern, 
die bei der Reinigung verschwinden. Von Interesse sind in dieser Be- 
ziehung die miteinander divergierenden Beobachtungen iiber die ver- 


1 Siehe zweite Mitteilung, S. 68. 
* Zeitschr. f. Krebsforsch. 27, H. 3, 1928. 
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schiedenen Lipasen. SchlieBlich scheint sogar der Unterschied im px- 
Optimum bei Magen- bzw. Pankreaslipase nicht zu bestehen, wenn 
die Reinigung nur weiter fortgefiihrt wird. 

Dasselbe kann man wahrscheinlich aus unserer Tabelle I heraus- 
lesen, wo der N: P-Koeffizient einen Anhaltspunkt gibt iiber die Ent- 
fernung bestimmter Lipoidkérper. Je weniger mit Benzol entfernbarer 
Phosphor, um so gréBer die lytische Wirkung; je mehr Phosphor, um 
so starkere Aktivierung durch Bestrahlung. Diese scheint also die 
(hemmenden) phosphatidartigen Kérper anzugreifen, was schon im 
voraus nicht unwahrscheinlich ist. 


Sehr lehrreich sind hier die Daten des Priiparats M 11. 


B. Die Beziehungen zu Fermentsystemen. 

Es wurde schon friiher darauf hingewiesen, dab die cytolytischen 
Substanzen selbstandige Koérper sind und nicht ohne weiteres bekannten 
Fermenten angereiht werden kénnen. Dieser Schlu8 war in erster 
Linie auf das Fehlen einer quantitativen Ubereinstimmung zwischen 
cytolytischer Wirksamkeit und Anwesenheit bekannter Fermente 
begriindet. Es gibt sehr starke lytische Lésungen, die kaum lipatisch 
oder proteolytisch wirksam sind, und umgekehrt. Im Laufe der fort- 
gesetzten Untersuchungen aber zeigte sich doch die unerwartete Tat- 
sache, da Ather, der sonst als Reinigungsmittel von organischen 
Fermentpraparaten angewendet wird, zweifellos Fermente mitextra- 
hieren kann. Diese Tatsache und die itibereinstimmende Abhiangigkeit 
der lytischen Wirkung von der py und die Eluierbarkeit mit Phosphat- 
puffern lie’ immer wieder den Wunsch aufsteigen, diese Zweifel zu 
beseitigen. Auf Grund der folgenden Kontrollversuche kann unseres 
Erachtens sicherlich der SchluB der Unabhingigkeit von einfach- 
fermentativer und lytischer Wirkung aufrechterhalten bleiben. 

Als Paradigmata der Fermentwirkung haben wir die Proteol ys 
(nachgewiesen mit Fuld-Gross) und die Esterspaltung (stalagmometrische 
Methode) gewahlt. Die Beobachtung der Fuld-Gross-Reaktion wurde 
stiindlich vorgenommen und die maximale Beobachtungszeit war 
18 Stunden; die Fettspaltung wurde nach 6 und 18 Stunden wahr- 
genommen. In der nebenhergehenden Tabelle III zeigen die Doppel- 
kreuze, daB ein Abbau innerhalb von 6 Stunden zu beobachten war; 
die Einzelkreuze dagegen besagen, da ein Abbau erst nach 6 bis 
18 Stunden stattgefunden hat. 


Um unserer Sache noch sicherer zu sein, haben wir auch bei einem 
an bekannten Fermenten reichen Organ, wie dem Pankreas, dieselben 
Versuche an Extrakten angestellt, die auf gleiche Weise gewonnen 
worden sind. 
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Tabelle III. 
Nr. Bemerkungen Lipase — Lysis 

1 H, (Lymph- 

driisenextrakt . Alkohol-Benzolreinigung 
2 P, (Pankreas) . { Kalteniedersehlag im iithe- | 
= | rischen Extrakt,ungereinigt | 
a. ae eee ungereinigt 
Sie « « ' gereinigt mit Alkohol-Ather 
| Se a ungereinigt 
6 M. A. (Milz). . definitive Bereitungsform 
o Ga aceton-lostiche Fraktion 
8 Hy 7 - 

| Lym phdrisenextrakt, | 

9H. 5... A | vitae Fraktionen | 
9 His , ( t oa aa 
9 Hy, D 
9 His I 
a ree Benzolreinigung + 
- Sie aceton-losliche Fraktion 
a. an Benzolreinigung . 
iE... . arcana Desgleichen + 
_). <a ie = t + 
a a «SS Milzextrakt, aufbewalhrt 
* } ae definitive Bereitungsform 


1. Bei der bekannten Darstellung von Organtrockenpraparaten 
zur Fermentdarstellung nach Wéillstdtter werden die Organe bekanntlich 
zuerst mit Aceton in der Reibschale verrieben und der Brei auf dem 
Filter von Aceton befreit und schlieBlich mit Aceton-Ather und reinem 
Ather gewaschen. Nach Verdunstung des Athers wird der faserige 
Riickstand in der Schlagmiihle fein pulverisiert. 

Stellt man nun auf diese Weise ein Milzpraiparat dar und schiittelt 
dieses mit derselben alkalischen Pufferlisung, so besitzt die Eluier- 
fliissigkeit sehr deutliche proteolytische und fettspaltende Eigen- 
schaften; sie ist aber nicht cytolytisch. 





Beispiel: 
Praparat Nr. 2 Cytolyse Lipase Fuld-Gross 
1g Milzpulver mit 20cem. . | 505—476(— 6%) 164—134 nach I8 Std 
pu 7,7 geschiittelt und filtriert (negativ) +- + 


2. Aus Tabelle LI ergibt sich, daB keine Beziehung zwischen 
einfacher Fermentwirkung und Lysis besteht. 
Es geht aus dieser Tabelle hervor, daB der altive lytische Korper 
von bekannten Fermentsystemen begleitet sein kann. An dieser Tatsache 
andert sich auch bei dem ReinigungsprozeB nichts. Es besteht aber 


kein Parallelismus. 














12 N. Waterman, L. de Kromme u. J. F. Lemmens: 


Von Interesse scheint weiterhin der Versuch, der demonstriert, 
daB bei der Abtrennung lipoider Kérper (Hemmungskérper) durch 
Alkohol-Ather und Benzol, wie es fiir die lytische Darstellung erforderlich 
ist, auch die rein fermentative Wirksamkeit gesteigert werden kann. 
Wir haben also die sonderbare Tatsache, daB wir mit dieser lytischen 
[solierungsmethode gleichzeitig einen Weg gefunden haben, aus 
Extrakten, die sonst bei der Reinigung verworfen werden, Lipasen 
und Proteasen darzustellen. 

Ein Beispiel méchten wir anfiihren, um die Wirkung dieser Reinigung 
zahlenmaéBig zu beleuchten. 

Ein altes Pankreaspraparat (P,) wurde in drei gleiche Portionen zerteilt. 
Die erste wurde alsdann mit Phosphatpuffer (pq 7,7) ausgeschiittelt: die 
zweite Portion wurde mit Alkohol-Ather gereinigt: die dritte wurde auch 
noch mit Benzol behandelt, in dem noch Fraktionen léslich sind, die sich 
in Alkohol-Ather nicht lésen lassen; die beiden letzten Riickstaénde wurden 
ebenfalls mit der gleichen Menge Phosphatpuffer aufgelést. 

Die Wirksamkeit wurde auf dieselben Substrate untersucht. 


Fermentreaktionen von P,. 








Stunden 
- WSe eecy pond SK ee 

A. Trypsin: 

1. Portion. ... 0 0 0 

2. ‘i oe 0 }- 4 

3. m ae Te 0 m } 
B. Lipase: 

1. Portion... . 153 152 150 

2. = Fhe an el 152 144 140 

3. és eal a 152 139 135 


Man vergleiche das jetzt Mitgeteilte mit dem was im Anfang der 
Besprechung in bezug auf Strahlenwirkung gesagt worden ist. 

3. Bei der urspriinglichen Reaktion von Freund und Kaminer 
wird die Priifung der cytolytischen Wirkung in Serum ausgefiihrt, 
worin wegen seiner antitryptischen Wirkung die Lysis unméglich 
mit einer Proteasewirkung zu identifizieren ist. Wir haben darum 
noch einmal die kiinstlich hergestellten lytischen Praparate mit Serum 
vermischt, auf Krebszellen untersucht und den Versuch auf folgende 
Weise vorgenommen. , 

Die Serumkonzentration war so gewahlt, dab darin sicher tryptische 
Wirkungen ausgeschlossen waren. 

Einem Krebspatienten wurde mittels Venapunktion steriles Blut 
entnommen, das Serum mit ein Zehntel physiologischer NaCl verdiinnt 
und dieses mit 2ccm Freund scher Léisung neutralisiert. Nun wurde 
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ein bekanntes wirksames lytisches Praparat (H,,) zu gleichen Teilen 
hinzugesetzt. Zur Kontrolle wurde ein anderer Teil nur mit physio- 
logischer Kochsalzlésung verdiinnt. Sodann wurde auf gewdéhnliche 
Weise die lytische Fahigkeit untersucht. 





Resultat 
Lytische Wirkung Wirksemkeit 
Hy, + . Tei _a4¢ 2h 25 0 
cilia Cente gleiche Teile 419—313 (— 25%) (+ 25%) 
) y v j 
Phys. NaCl + | gieiche Teile | 312-360 (+ 15%) (— 15%) 


verdiinntes Serum | 


Es zeigt sich also das Lyticum auch in verdiinntem Serum wirksam. 
Jedenfalls hemmt beim lytischen ProzeB Antitrypsin die Lysis nicht, 
folglich ist lytische nicht mit tryptischer Wirkung identisch. 

Wir glauben mit diesen Daten unsere Auffassung begriinden zu 
kénnen, daB zwischen Lysis und den bekannten Fermentwirkungen 
keine direkte Beziehungen bestehen. 


(. Das Lysis- und Schutzproblem in ihren gegenseitigen Beziehungen 
(mit Anhang iiber das Agglutinationsphinomen). 


Schon in unserer ersten Mitteilung hatten wir betont, daB der 
cytolytische Versuch nur ausnahmsweise vollstdéndig verlauft. Lytische 
Versuche von iiber 80°, positivem lytischen Ergebnis gehéren zu den 
Ausnahmen. Dieses deutete schon darauf hin, dab hier keine gewohnliche 
chemische Reaktion vorliegt. Wir hatten aber die Frage offen lassen 
miissen, wie diese unvollstandige Reaktion zustande kommt. Es kénnten 
wihrend der Reaktion Kérper gebildet werden, welche die lytische 
Substanz neutralisieren, oder durch die gebildeten Substanzen kénnten 
die Tumorzellen unempfindlich fiir lytische Beeinflussung werden. 

Zwei andere Méglichkeiten: Verbrauch des lytischen Stoffes, oder 
primare Unempfindlichkeit eines Teiles der exponierten Tumorzellen 
waren a priori weniger wahrscheinlich. 

Die grobe Bedeutung dieser Frage sowohl in theoretischer als 
auch in praktischer Hinsicht leuchtet sofort ein, wenn man an die 
Widerstandsfahigkeit der Krebszellen im Organismus denkt. 

Wie kénnen relativ kleine Kolonien von Metastasen sich erhalten, 
da ja die Krebszellen auch an sich nur labile Gebilde sind ? 

Wie ist es bei der Rezidivbildang nach griindlicher Operation 
méglich, daB einzelne Zellen im Organismus nicht zugrunde gehen ¢ 


Wie muB8 man den haufig vorkommenden Partialerfolg nach 
intensiver Bestrahlung erkliren und, eine sehr wichtige Frage, wie 
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entsteht hierbei die erworbene Widerstandsfahigkeit gegeniiber 
Strahlung, die sogenannte ,,Strahlenvaccination* ? 

Auch im Tierversuch begegnet man demselben Problem: Trans- 
plantierte Tumoren verwandeln sich haufig in einen mit Fliissigkeit 
gefiillten Sack. Diese (blutfreie) Fliissigkeit besitzt nun sehr starke 
lytische Fahigkeit. Ungeachtet dessen wichst der Tumor am Rande 
unaufhérlich weiter. Diese Randzellen miissen deshalb gegen lytische 
Einwirkung geschiitzt sein. Wir erinnern tibrigens noch an die alte 
Freund-Kaminersche Angabe, daB im Eisschrank zum _ Lysisversuch 
aufbewahrte Krebszellen lysisresistent werden kénnen. 

Wir haben uns darum viel Mihe gegeben, aus lytischer Substanz 
durch Aufbewahrung oder durch Autolyse im Brutschrank antil ytische 
Substanzen zu erzeugen. Es wurden zuerst dem lytischen System in 
bestimmten Zwischenriumen Proben entnommen und diese einem 
neuen lytischen System zugesetzt. Wir verfiigen hier aber nur tiber 
zwei einwandfrei positive Versuche. 

a) Ein nach erster Mitteilung! dargestellter Hautextrakt hatte einen 
lytischen Titer von 38°. Nach Hinzufiigung eines zellfreien Filtrats 
aus einem 20stiindigen lytischen System betrug der zweite Lysiswert 
nur 19°. 

b) Ein ahnlicher Versuch verringerte den urspriinglichen Lysiswert 
eines Hautextrakts von 26 auf 3%. 

Wir waren aber nicht in der Lage, diesen Versuch regelmaBig zu repro- 
duzieren. 

Es wurde nun auf verschiedene Weise versucht, autolytische 
Substanzen aus Tumormaterial darzustellen. Spater stellte sich heraus, 
daB wir mit dem gewihlten Tumormaterial (meistens Twort Ca) nicht 
sehr gliicklich gewesen sind, und daB es zwischen Tumoren individuelle 
Unterschiede in ihrem AutolysisprozeB gibt, wovon eben die Schutz- 
phanomene abhingig sind. 

Zuerst wurde steriles Tumormaterial einfach zerkleinert und bei 
pu 54 der Autolyse iiberlassen, spater wurden reine Tumorzellen- 
suspensionen dazu verwendet, und schlieBlich, als auch diese Versuche 
negativ verliefen, wurden Tumorzellen mit Kohlensiure mehrmals 
gefroren und aufgetaut, um reinen Tumorzelleninhalt zu bekommen. 
Auch hier negatives Resultat. 

SchlieBlich kamen wir doch zu einer definitiven Auffassung, nach- 
dem wir als Indikator fiir Zellenauflésung und Zellenresistenz nicht 
die miihsame Zellenzahlung im lytischen Versuche verwandten (wodurch 
der Anzahl von Bestimmungen eine Grenze gesetzt ist), sondern das 
schon in Tabelle I angedeutete Agglutinationsphinomen, eine Parallel- 
erscheinung, benutzten. Es iiberschreitet den Rahmen dieser Abhandlung, 


1 Siehe erste Mitteilung, 8. 386. 
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alle Agglutinationsexperimente zu besprechen, aber zum rechten Ver- 
standnis ist doch einiges erforderlich. 

Wir erinnern an die Tatsache, dab wir die Suspendierung der 
Tumorzellen in Freundscher Lésung mit einem '),, Serumgehalt, auf 
58° erhitzt, vorgenommen haben, um eine noch gleichmibigere Zellen- 
verteilung in der Suspension zu bekommen, wie diese zum lytischen 
Versuch verwendet wird. 

In diesem mehr kolloidalen Milieu war die Verteilung und die 
genaue Pipettierungsméglichkeit eine noch weit bessere. Im lytischen 
Versuche wurde nur je ein Tropfen Suspension auf —- 15 der zu priifenden 
Fliissigkeiten gebraucht. Die schlieBliche Serumverdiinnung (1 bis 700, 
| bis 1000) hat keinen erkennbaren biologischen Effekt. 

Wird nun aber Serum (und vor allem menschliches Serum besitzt 
diese Eigenschaft im héchsten Grade) !/,, bis '/,9.* mit Phosphat- 
puffer 6,4 bis 7,7 in NaCl-Lésung verdiinnt, so wird bei dieser neutralen 
oder alkalischen Reaktion ein zugefiigter Tropfen von Tumorzellen in 
Freund scher Lésung so hochgradig agglutiniert, daB die Zellen wie ein 
Flocken am Boden liegen und sogar mit der Glasperle nicht mehr verteilt 
werden kénnen. Im Mikroskop erkennt man auch die aneinander- 
geklebten Zellen, die auBerdem deutiich erkennbare Zeichen von Auf- 
lisung und Zerstérung zeigen. Diese Agglutination geht nun der Lysis 
parallel; sie kann sich aber im Gegensatz zur Lysis nur in sehr ver- 
diinntem Serum zeigen, weil dann der EinfluB von Stoffen fortfallt, 
die in starker Konzentration die Klumpenbildung verhindern. 

An Hand dieser neuen Technik kann man nun den Vorgang des 
Zellenschutzes genau verfolgen. 

Das Objekt der Agglutination ist sehr wichtig; es hat sich namlich 
gezeigt, dab die verschiedenen Tumorzellen ungleich agglutinabel sind. 
Alle Spontantumoren sind zwar agglutinabel; es besteht aber ein 
Unterschied in Agglutinabilitét, z. B. zwischen dem transplantablen 
Twort- und dem Schmidtcarcinom'. Wiahrend nun natiirlicherweise 
dieser Unterschied zuerst den Zellen selbst zugeschrieben wurde, stellte 
sich spiter heraus, daB die Agglutinabilitdt durch den Unterschied in 
der Fihigkeit zur Autolyse bedingt wird. Wird eine agglutinable Twort- 
suspension mehrere Stunden aufbewahrt, so verringert sich die agglu- 
tinable Eigenschaft oder sie verschwindet vollkommen, d. h. das Schutz- 
phinomen tritt in Erscheinung; wird dagegen eine Suspension von 
Schmidtzellen sehr schnell zum Versuch benutzt, so ist auch sie wohl 


* Anmerkung bei der Korrektur. Bei unseren fortgesetzten Unter- 
suchungen zeigten sich bedeutende Titerschwankungen in Beziehung zu 
der Jahreszeit. Im Winter ist die Verdiinnungsgrenze merklich herabgesetzt. 

1 Der ,,Schmidt‘“-Tumor ist ein in unserem Institut jahrelang fort- 
geziichtetes Adenocarcinom. 
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agglutinabel. Wir haben also mit diesen agglutinablen Suspensionen 
die Méglichkeit gegeben, die Autolyse und damit das Schutzproblem 
zielbewuBt zu studieren. 

Wir verstehen jetzt auch, warum es so schwer war, mit dem Twort- 
tumor das Phanomen des Tumorschutzes zu analysieren, da der 
Tumor so langsam autolysiert. 

Wir kénnen jetzt auch verstehen, warum die Dicke der Suspension 
fiir Cytolyse und fiir die Agglutination nicht indifferent sei. Darauf 
gerichtete Experimente haben gezeigt, da die Agglutination nur in 
diinnen Suspensionen gelingt. Wird die Suspension zu dick genommen, 
so verhindert die entstandene Autolyse die Agglutination. 


Technik. 


Eine dicke, reine, sterile Schmidttumorzellensuspension wird in 
Freundscher Lésung 24 Stunden bei Zimmertémperatur (25°C) auf- 
bewahrt; darauf wird scharf zentrifugiert und die klare Fliissigkeit 
auf Schutz (d.h. antiagglutinierende Fahigkeit) untersucht. Werden 
Twortzellen jetzt in dieser Fliissigkeit gewaschen und suspendiert, so 
sind sie unagglutinabel geworden. Weiter kann man beweisen, dab 
diese Unagglutinabilitat zustande kommt, weil die Autolysatprodukte 
an der Tumorzellenoberfliche adsorbiert werden. 

Schiittelt man namlich agglutinable Twortzellen in der Schiittel- 
maschine mit Autolysat, trennt sie dann sorgfaltig in der Zentrifuge 
von dieser Fliissigkeit und suspendiert sie wiederum in Freund scher 
Lésung, so sind sie ebenfalls nicht mehr agglutinabel (= lysierbar). Man 
kann demnach die Existenz von Schutzfaktoren nachweisen und kann 
auch zeigen, wann die Substanz entsteht und wo sie angreift. 

Tabelle IV zeigt die betreffenden Daten. 


Tabelle IV. 





— Serum Twortzellen in 
—- a entaan verduinnung Freund scher Agglutination 
1 com Lésung 
| 1/10 0,97 ecm hop 
| 1/25 0.977 , eee 
0,2 cem 1/10 0.07 . F 
O38 . 1/25 0,07 , - 
02 , 45 ‘Rontgenbestrablung . 1/10 0,07 , oa 
— . a . 125 0,07 , t 
02, gf " 1/10 O07 , + 
es... WF . 1/25 007 , , 
Die Twortzellen im Filtrat ge-\ | 1/10 0.07 , he 
schittelt und nse eae or - . 
| 125 0,07 , Spur 
zum Versuch verwendet 
Twortzellen in Freundscher | 1/10 O07. + 
Lisung geschiittelt (Kontrolle) | 1/25 0,07 , + 4 











n 
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Ein weiterer Versuch von Bedeutung, welcher beweist, daB Réntgen- 
bestrahlung diese antilytischen Autolyseprodukte zerstéren kann, ist 
der folgende. Eine in der beschriebenen Weise hergestellte Suspension 
von Schmidtzellen wird 24 Stunden bei 30° C gelassen (in Freund scher 
Lésung). Nach scharfer Zentrifugierung wird die klare Fliissigkeit 
abpipettiert und in drei Teile geteilt. Der erste Teil zeigt die schiitzende 
Eigenschaft dieser Fliissigkeit, wenn Twortzellen darin suspendiert 
werden. Die anderen zwei Teile werden, der eine 45 Minuten, der 
andere 90 Minuten, der Réntgenbestrahlung ausgesetzt. 


Werden jetzt in der bestrahlten Fliissigkeit Twortzellen suspendiert 
oder in dieser der Adsorptionsversuch vorgenommen, so zeigen die 
Twortzellen sich durch die Serumverdiinnung genau so agglutinabel 
wie gewohnlich. 

Wir haben es also in dieser Autolysefliissigkeit mit einer Substanz 
zu tun, die, in gewissen Stadien der Autolyse, auch in saurem Medium 
auftretend, eine Affinitat fiir die Zelloberfliche hat und durch Réntgen- 
bestrahlung zerstérbar ist. 


Hiermit haben wir in der Tat die Existenz und Wirkungsweise von 
Schutzfaktoren und die Entstehung von resistenten Tumorzellen in vitro 
nachgewiesen. 

Damit ist nunmehr die Freund und Kaminersche Auffassung 
bestatigt worden, ebenso wie ihre Beobachtung des Lysierbarkeits- 
verlustes der Zellen bei Aufbewahrung. 


Die Konsequenzen fiir Klinik und Bestrahlungstechnik sind hieraus 
ersichtlich, doch ist hier nicht der Ort, darauf naher einzugehen. 


Es kann nicht die Absicht sein, das Agglutinationsphanomen, 
das lediglich auf dem Lysisproblem superponiert ist, vollstandig zu 
behandeln. 


Es wurde nur benutzt, um damit die Schutzfrage zur Entscheidung 
zu bringen. 


Eine Frage aber, die sich unmittelbar aufdrangt, ist folgende: 
Entstehen auch bei der Autolyse von normalen Zellen Schutzprodukte / 
Wahrscheinlich ist das wohl der Fall; wenigstens bei der sterilen Auto- 
lysis von Lymphocytensuspensionen kann man einwandfrei diese 
Erscheinung verfolgen, wie Tabelle V beweist. 

Man beobachtet hierbei dieselben rythmischen Schwankungen, dic 
schon mehrfach bei der Réntgenwirkung erwahnt wurden, jetzt aber genau 
in mathematischer Reihenfolge; die antilytischen Substanzen werden ganz 
regelmaBig in Intervallen produziert. 


Die weitere Analyse des Schutzphainomens wird vorbehalten. 
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Tabelle V. 
0.2 com des klaren 
abzentrifugierten 
Lymphocyten- Autolysats werden Agglutination 
Autolysat zu tcem 1/25 mit (Twort Ca-Zellen) 
Puffer 7,4 verdiinn- 
Std tem Serum gegeben 
0 - + + 
2 i J 
4 Tr T 
6 . -+ 
& ‘eae 
10 
12 a hag 
14 } 
16 
18 ~- _ 
20 _ 
21 , + 
22 Spur 


D. Diskussion und Zusammenfassung. 


Wenn wir jetzt die Ergebnisse unserer Arbeit vorliufig zusammen- 
fassen, so miissen wir sagen, dab es tatsichlich einen biochemischen 
Schutz sowie eine biochemische Disposition zum Carcinom gibt. 


Der Schutz auBert sich in einem Vorgang, der die Kérperzellen 
in gewissen Stadien ihrer Entwicklung der Aufliésung zufiihrt, die 
Disposition in Umstinden, die dieser physiologischen Bedingung ent- 
gegenwirken. Es ist das grobe Verdienst von Freund und Kaminer 
erkannt zu haben, dab es als Voraussetzung dieses biochemischen 
Schutzes zwei Bedingungen geben mu: erstens das Verschwinden 
dieser physiologischen Lysiserscheinung, zweitens aber die Entstehuny 
bestimmter chemischer Kérper (Schutzstoffe), welche die Auswirkung 
der lytischen Aktion an der Zelle verhindern. Die chemischen Strukturen 
der beiden Kérper sind unseres Erachtens noch keineswegs erkannt 
wir konnten uns nicht von der Richtigkeit der Angaben Freund und 
Kaminers in dieser Beziehung iiberzeugen, aber das hat keinen Einflub 
darauf, daB der Grundgedanke dieser Auffassung sich schlieBlich als 
richtig herausgestellt hat. Sogar die Auffassung, daBb es Produkte des 
‘ettstoff-vechseis sind, die iiber eventuellen Zellenschutz oder Lysis- 
fihigkeit entscheiden, hat auf Grund unserer eigenen Untersuchungen 
iiber Agglutinationsfihigkeit ungl Adsorptionserscheinungen an den 
Krebszellen sehr an Wahrscheinlichkeit gewonnen. 


SchlieBlich also erscheitit die Tumordisposition und die Abwehr 
als ein Spezialfall von (allen) ahnlichen Erscheinungen bei anderen 
immunologischen Prozessen. Wir finden hier alle Tatsachen, die auch 
dort konstatiert worden sind, in allen Einzelheiten zuriick. 
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Cytolyse bei Krebs. III. 19 


1. Die Lysis ist eines der gewéhnlichsten Immunphinomene, 
das in der Mikrobiologie sowohl bei der natiirlichen Resistenz wie bei 
der kiinstlichen Immunisierung beobachtet wird. Bei Krebs herrschen 
gleiche Verhaltnisse; wir finden eine gewisse spontane, nicht erhebliche 
Lysis, die durch kiinstliche MaBnahmen gesteigert werden kann, und 
die beim Krebszerfall ihren Héhepunkt erreichen kann. 

2. Bei den Infektionskrankheiten machen wir die Beobachtung, 
daB die Erreger manchmal geschiitzt sind gegen die Immunkrifte des 
Organismus, seien diese auch noch so gesteigert, weil eine Adaptierung 
erfolgt ist. Als Beispiel: Die Nichtagglutinabilitat gewisser Typhus- und 
Cholerastimme, bei denen man daher die Entstehung von verschiedenen 
Arten vermutet hat. 

Genau dasselbe beim Krebs. In dem gleichen Tumor, in dem 
enorme Aufliésung der Zellen erfolgt, sind die Randzellen gegen die 
Lysis geschiitzt. Es miissen dort Schutzstoffe vorhanden sein, und 
gerade mit diesem Agglutinationsphanomen kann man das Entstehen 
der Unempfindlichkeit genau verfolgen. Wir sahen, dab beim Zerfall 
reiner Krebszellen in Suspension Stoffe entstehen, die andere frische 
lysierfahige Zellen sowohl gegen Agglutination wie gegen Lysis 
resistent machen. 

3. Es zeigt sich ebenfalls eine Analogie in dem Orte, wo beide 
Arten von Stoffen gebildet werden. Seit langem ist angenommen 
worden, daB die Immunkérper in der Milz (besser gesagt: im ganzen 
reticulo-endothelialen Apparat) gebildet werden. Nicht nur, dab die 
Erreger dort gespeichert und aufgezehrt werden kénnen, vermutlich 
werden von dort aus auch die Immunkérper in das Blut sezerniert. 
Genau dasselbe haben wir bei Krebs; wir fanden, daB sich aus allen 
normalen Organen und aus Serum lytische Substanzen entziehen lassen, 
daB die regelmiBigste und beste Ausbeute jedoch bei Lymphdriisen 
Milz und Thymus erreicht wurde, d. h. gerade bei den gleichen Organen 
des reticulo-endothelialen Systems. Es ist daher nicht verwunderlich 
daB, wo die moderne Physiologie die Auflésung normaler Blutzellen 
diesem System zugeschrieben hat, ahnliche Faktoren auch bei der 
Lésung von abnormen Koérperzellen vorherrschen kénnen. 

4. Die Art der lisenden sowie schiitzenden Faktoren ist bei beiden 
Gruppen von Erscheinungen noch unbekannt. Wir kamen zu der 
SchluBfolgerung, daB die lytischen Substanzen an gewisse Lipoproteine 
gebunden sein miissen, ohne noch mit irgendwelchen speziellen Korpern 
identifizierbar zu sein. Obwohl die Darstellung in ziemlich reiner 
Form frei von koagulablem EiweiB und in konstanter Zusammensetzung 
unseres Erachtens die Bearbeitung des Problems fiir die Zukunft er- 
leichtert hat, wird uns wahrscheinlich die Struktur noch lange ver- 


borgen bleiben. 
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Wir haben gezeigt, dab die gesuchten lytischen Substanzen nicht 
einfach mit bekannten Fermentsystemen identifizierbar sind. Eine 
gewisse Verwandtschaft ist aber doch nicht zu leugnen. 

5. Die lytische Fahigkeit wird durch Réntgenbestrahlung in sehr 
eigentiimlicher Weise beeinfluBt, weil ein lytisches System durch 
Réntgenbestrahlung in fiir uns noch uniibersichtlicher Weise sowohl 
aktiviert wie zerstért werden kann. Wahrscheinlich werden dabei 
Zwischenkérper nach gewisser Strahlungsdosis destruiert und wieder 
synthetisiert. Jedenfalls auBern sich analoge Réntgenwirkungen 
auch an den Krebszellen selbst und bedingen ihre rythmischen Permea. 
bilitatsschwankungen'. Daf aber wahrscheinlich das reine lytische 
System an sich nicht oder wenigstens nur schwach radiosensibel ist, 
darauf deuten einige Ergebnisse aus unserer Tabelle I, die ersehen 
lassen, daB der Réntgeneffekt besser ist bei weniger gut gereinigten 
Praparaten als bei anderen, die bei erhéhter Lipoidfreiheit eine starke 
lytische Wirksamkeit entfalten. 

In logischer Konsequenz damit muB die therapeutische Strahlen- 
wirksamkeit als eine indirekte angesehen werden, da sie den Zellentod 
nur méglich erachtet, wenn vorher aus der Umgebung entweder lytische 
Systeme aktiviert worden sind, oder schiitzende Koérper vernichtet, 
unabhangig davon, ob diese in der Umgebung verteilt, oder an der 
Zellenoberflache verankert sind. 

6. Wenn nun schlieBlich, auch von Freund und Kaminer, die 
prinzipielle Ubereinstimmung zwischen den Mechanismen, die sowohl 
in der Mikrobiologie wie bei der Krebsbiologie vorherrschen, nicht 
erkannt wurde, so liegt das hauptsachlich an dem komplizierten, fast 
organoiden Bau des Tumors, der sowohl Auflésungs- wie Schutz- 
mechanismus enorm kompliziert und die Verhaltnisse, wie sie bei den 
relativ einfachen Infektionen bestehen, kaum wiedererkennen 1|aBt. 

Die atiologische Frage, ob schlieBlich auch hier eine besondere 
Art von Infektion in Frage kommt, bleibt bei allem diesen unberiihrt 
und at sich nicht widerlegen, noch viel weniger beweisen. 

Sicher ist aber, daB der von Freund und Kaminer eingefiihrte 
technische Vorgang: die direkte Beobachtung von reinen Krebszellen 
an sich, ohne Stroma und Abfallprodukte, unsere Kenntnisse iiber ihr 
biologisches Verhalten bedeutend geférdert hat. 


Es ist uns eine angenehme, Pflicht, der Direktion der pharma- 
zeutischen Fabriken ,,Brocapharm“ fiir die Mitarbeit, namentlich bei 
der Herstellung der atherischen Organextrakte, unseren herzlichsten 
Dank auszusprechen. 


1 Siehe Zeitschr. f. Krebsforsch. 27, H. 3, 1928. 
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Zur physiologischen Wirkung der Salicylsiurederivate. I. 


Von 
Kyoji Kase. 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik der kaiserlichen 
Universitat zu Tokio.) 


(Eingegangen am 27. Oktober 1928.) 


Angesichts der iiberaus groBen Anzahl von Handelspraparaten 
der Salicylsdure ist es fiir uns Kliniker wiinschenswert, iiber den EinfluB 
der chemischen Konstitution auf ihre physiologische Wirkung im 
klaren zu sein, um die richtige Auswahl der einzelnen Priparate treffen 
zu kénnen. Die Salicylsiure hat bekanntlich eine Carboxylgruppe in 
Orthostellung zur phenolischen OH-Gruppe. Die Giftwirkung des 
stark antiseptischen Phenols ist durch diese Carboxylgruppe ab- 
geschwacht, und durch ihre Anwesenheit wird sogar die giinstige Wirkung 
der Salicylsiure hervorgebracht. Die entgiftende Wirkung der Carboxyl- 
gruppe ist jedoch je nach ihrer Stellung verschieden. So ist die p-Oxy- 
benzoesiure weder giftig noch antiseptisch, wahrend die Salicylsaure 
stark antiseptisch wirkt. Es ist daher nicht ohne Interesse, die Wirkung 
der Carboxylgruppe auf indirektem Wege weiter zu untersuchen. An 
dem Beispiel der proteinogenen Aminosauren hat M. Arai gezeigt. 
daB sich die Ester der harmlosen Aminosduren in physiologischer 
Beziehung wie die entsprechenden Amine verhalten'. Die Salicyl- 
sdiurederivate ohne freie Carboxylgruppe sollen dementsprechend eine 
mehr oder weniger phenolartige physiologische Wirkung ausiiben 
Zur Untersuchung gelangten Salicylsiure-methylester, Salicylsiureamid 
und p-Oxybenzoesaure-methylester. Alle erwahnten Stoffe sind giftiger 
als die Salicylsiure: so geniigt eine kleinere Menge als Salicylsdiure 
um Mause zu téten; sie sind nephrotoxisch, wirken als Krampfgift 
und werden bei der Ausscheidung mit Schwefelsiure und Glykuron- 
saure gepaart. 


1 Minoru Arai, diese Zeitschr. 136, 203, 1923. 
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Auf Grund dieser Untersuchungsergebnisse kann man behaupten 
daB diejenigen Salicylsiurederivate, deren Carboxylgruppe nicht frei 
ist, eine phenolartige giftige Wirkung besitzen und wir folglich vor 
der Anwendung solcher Praparate sehr vorsichtig sein sollen. 





OH OH OH 
’ COOH 
COOH 
Phenol Salicylséure p-Oxybenzoesaure 
OH OH OH 
cOO.CH, CO.NH, 
COO.CH, 
Salicylséure- Salicylsiureamid p-Oxybenzoesaure- 
methylester methylester 


Experimenteller Teil. 


1. Vergleichende Untersuchung der minimalen letalen Dosis. 

Zum Versuch dienten weibe Mause. Phenol und salicylsaures 
Natrium wurde als wasserige Lésung, Salicylsaure-methylester in Oliven6l 
gelist gebraucht. Wie aus der Tabelle I ersichtlich, ist die Giftigkeit 
des Salicylsiure-methylesters viel starker als die des salicylsauren 
Natriums und schwiacher als die des Phenols. 





: Tabelle I. 
Minimale letale Dosis 
Kérpergewicht —$$________ 
Millimol 
g i pro 10g Tier 
| 9.6 0,0077 Moe 
Salicylsaures Natrium - -- - - - 12,2 0,0098 Moo 
13,1 0,0104 190 
| 10.3 0,0031 : 50 
Salicylsiuremethylester - - - - - - 11,2 0,0033 1/50 
11.4 0,0034 : 50 
\- 9.3 0,000 44 lis00 
Phenol -- +++ --+++e* ss 12,0 0,000 56 ‘/e00 
| 148 0,000 69 aa 


2. Allgemeine Vergiftungserscheinungen und Nierenschddiqung. 


Einem Kaninchen von 2 bis 3,500 kg wurden die Priparate intra- 
venés oder, wenn schwer léslich, per os gegeben. 
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a) Salicylsaures Natrium. 
2.5ccm wisserige molare Lésung von salicylsaurem Natrium 
pro Kilogramm wurden einem Kaninchen in die Vena saphena ein- 
gespritzt. Das Tier scheint in seinem Allgemeinbefinden gar nicht 
gestért zu sein, es fribt gut und behalt das Koérpergewicht. Ein Kanin- 
chen, das zwoélf Injektionen von 1 cem derselben Lésung intravendés 
innerhalb 24 Tagen bekam, zeigte keine allgemeinen Stérungen 


Tabelle 11. 
Kaninchen Nr. 25, c. 





Harn 


— Rest. 
Stichetelt stickstoff 


‘Tages des Blutes 


KGrper- 
Datum —gewicht Spez. we } Eisen- 
Menge Gewicht tion Eiwei8 chlorid- in 
‘ reaktion 100ccm menge 


g ccm g £ mg*"/o 
11. V 2515 , 300 | 1,011 | alkal. -- 24.07 
12. \ 2520 205 1,014 . 0,567 1,1624 24,24 
13.V. 2630 210 = 1,015 a 0,539 11319 24,89* 
14.V. 2670 | 275 | 1,012 i 0,476 1.3090 26,14 
15. V 2600 300 1,012 4 0.518 1.5540 26,96 
16. \ 2580 305 = 1,012 e 0,518 24.94 


* 1 Mol Natr. salicylicum 6,6 ccm in Vena saphena injiziert 


b) Salicylsaure-methylester. 
Salicylsiuremethylester wurde in gleichen Teilen Olivenél gelést 
und langsam in die Vena saphena eingespritzt. Eine Dosis von 4 Millimol 
wirkt direkt tédlich. Das Tier zeigt sofort allgemeine Konvulsion 


und liegt nachher kraftlos darnieder; die Atmung wird stark dyspnoisch 


Tabelle III. 
Kaninchen Nr. 12, oc. 





Harn 
K6rper- Stichetel stichetoft 
Datum gewicht : . J Eisen: — - te 
Menge Gewicht! ‘tion | Eiwei6 | chloride | in Tageae es Blutes 
g ecm g g mg? , 
a3. 5. 320 1,012 alkal. 0441 14110 
12.1. 2295 275 | 1,013 neutral Spur +++) 0,476  1,3090  24,00* 
13.1. 2275 230 =: 11,012 “ 4 +++ | 0.567 1,3040 30,00 
14.1. 2290 270 1,012 " — - 0,420 | 1.1340 = 30,80 
15. 1. 315 1,012, i ' 4373  1,1910 . 28.00 
16. I. 250 1,012 i : t 0.484 1.0850 27,40 
17. I. || 2295 475 1,010 a _ - 27,00 
18. I. || 2295 245 1.011 ¥ — 0.551 1.350 26,24 


* 0,38 g pro Kiloggamm in Vena saphena injiziert. 





24 K. Kase: 


und das Tier stirbt in kurzer Zeit. Nach den Gaben von 2,5 Millimol 
pro Kilogramm erfolgten leichte voriibergehende allgemeine Krampfe 
oder ohne diese sofort Krafteverfall und Appetitmangel, worauf sich das 
Tier nach einigen Tagen erholt. Odem wurde nicht beobachtet. 


Die Harnmenge nimmt nach der Injektion ab, die Reaktion wird 
neutral, das spezifische Gewicht nimmt zu und die Sulfosalicylsdure- 
probe fallt positiv aus, wihrend die Stickstoffausscheidung deutlich 
abnimmt. Das Harnsediment enthalt Leucocyten und der Reststickstoff 
des Blutes nimmt etwas zu. 


c) Salicylsdureamid. 


Salicylsiureamid wird in einer Menge von 5 Millimol pro Kilo- 
gramm mit 50 ccm Wasser durch eine Sonde in den Magen eingefiihrt. 
Das Tier fallt alsbald zu Boden, friBt den ganzen Tag nicht, erholt 
sich aber voéllig am nachsten Tage. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, nimmt die Harnmenge voriiber- 
gehend ab; das spezifische Gewicht nimmt zu und die Reaktion wird 
neutral. Eine leichte Albuminurie dauert einige Tage an. Nach wieder- 
holten Gaben des Salicylsiureamids wird die Albuminurie starker, 
die allgemeine Schwiache nimmt zu. Die Stickstoffausscheidung im 
Harn wird stark vermindert und der Reststickstoff des Blutes steigt 
um 6 mg. 








Tabelle IV. 
Kaninchen Nr. 15, c. 
Harn 
‘ . . , St Rest: 
Kérper: | | Stickstoff ‘Lstoff 
Datum : Eisen. ae fC 
gewicht . Reak- ra r . . des Bi 
Menge Geirit tion Fiweifs = aeiieain a —— 
Xz ccm & 2 mg? 
5. II. 300) =1,013 _ alkal. -- 0.588 | 1.6509 25,40 
6.11. 3640 210 1,016 neutral + +++! 0490 | 1,0299 31,20* 
7. UL. 3565 270 ~=—1,013 a os ++ | 0,450 | 1,2150 30,20 
8. IT. 3410 510 1,012 ® Tid 0,504 1,5300 26,50 
9. IT. 3440 315—s1,011 — — 0,532 1,6700 24,00 
10.11. 3455 440 1,013 F 24.14 


* 068 ¢ pro Kilogramm per os gegeben. 


d) p-Oxybenzoesdaure. 


15g p-Oxybenzoesiure (5 Millimol pro Kilogramm) in 50 cem 
Wasser in den Magen eingefihrt. Das Tier ermiidet wahrend einiger 
Stunden, erholt sich aber bald danach. Der Harn zeigt kein abweichendes 
Verhalten. Der Reststickstoff des Blutes steigt um 4mg. Die Harm- 
losigkeit der p-Oxybenzoesaure wird durch diesen Versuch bestatigt. 
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Tabelle V. Kaninchen Nr. 20, ot. 





Harn 
cope 2 2=Cl|l (lt(‘(zL:*été<‘(;!)NS;:(Cté‘iCCéCtC*dYC*«‘«é CO Re 
Datum . | Eisens | . cksto' 
gewicht Spez. Reak- n seas es Blutes 
Menge |Gewicht| tion | Eiwei®| eblorde | soo'ccm | msnge 
2g com | g g mg 'e 
19.11. . 1975 125 1,012 alkal. — - | 0,700 0.8750 
20.1. | 1970 257 | 1,012 " -— | 0.336 0.8635  20,80* 
21.111. 2065 280 1,013 - - 0.392 1.0976 24.85 
22.111. 2055 160 1,012 ‘ss — 24,37 
23. 111. | 2030 165 1,012 0,504 O8316 2013 


* 0,68 g pro Kilogramm per os po 
e) p-Oxybenzoesadure-methylester. 

1,7 g p-Oxybenzoesiure-methylester (4,5 Millimol pro Kilogramm) 
in 50 cem Wasser durch eine Sonde in den Magen eingefiihrt. Das Tier 
liegt ermattet am Boden, der Appetit vermindert sich und die Atmung 
wird oberflachlich und frequent. Aber es erholt sich allmahlich, und 
nach | bis 2 Tagen zeigt es ein ganz normales Aussehen. 

Die Harnmenge ist etwas vermindert, das spezifische Gewicht 
nimmt zu, die Reaktion bleibt alkalisch, Spuren von Eiweif sind lange 
Zeit nachweisbar, und mikroskopisch sind keine pathologischen An- 
zeichen wahrnehmbar. Die Stickstoffausscheidung wird mabBig stark 
vermindert. Der Reststickstoff des Blutes vermehrt sich um iiber 10 mg. 

Ein schwangeres Kaninchen hat nach der Aufnahme von p-Oxy- 
benzoesiure-methylester das Bild einer hochgradigen haimorrhagischen 
Nephritis gezeigt, am nachsten Tage abortiert und ist darauf gestorben. 
Im Harn reichlich Albumen und mikroskopisch viele granulierte 


Zylinder. Tabelle VI. Kaninchen Nr. 18, o’. 





Harn 
D Kérper. ; 7 [| _Stickstoft * seeetom 
stum || gewicht Spez Reak- , Eisen» |—— ae poy Bl ‘t s 
| Menge |Gewicht, tion | EiweiB | chlond-| im Tages: at 
g com g FY mg+/9 
19.111. 2340 420 1,013 | alkal. — 0.381 | 1.3810 
20. III. || 2350 | 320 | 1,015 , _ _ a 0,300 | 0,9600 26.00* 
21.11. 2370 285 1,013 | 3 ‘ | = 0,350 0.9980 37,12 
22.11. 2315 290 = 1,012 BS + - 29,97 
23 Il. 2340 305 1013 \24 | 0,364 1.1100 27.50 
24.111.| 2345 300 | 1.012)" = ' 25,10 


* 0,68 g pro Kilogramm per os gegeben. 


f) Phenol. 
Zum Vergleich erwahne ich hier die Versuche mit Phenol. 
5,9 cem m/2 Lésung von Phenol (1 Millimol pro Kilogramm) wurde 
in die Vena saphena eingespritzt. Sofort tritt eine allgemeine Konvulsion 
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auf. Bald macht sich hochgradige Dyspnoe geltend. Cyanose wird an 
den Ohrlaippchen und Nasenspitzen bemerkbar. Spiater lassen die 
Krampfe nach, das Tier liegt ermattet und friBt nichts. Odeme treten 
am Gesicht und an den Beinen auf, oder zeigen sich als Praédeme 
durch Korpergewichtszunahme. 

Die Harnmenge vermindert sich sehr deutlich. Das spezifische 
Gewicht steigt, die Reaktion wird sauer, was auf eine schwere In- 
toxikation hinweist. Eiweif reichlich vorhanden. Manchmal Hamo- 
globinurie. Mikroskopisch reichliche granulierte Cylinder, Erythrocyten 
sparliche Leucocyten und Epithelzellen. Die Stickstoffausscheidung 
zeigt eine deutliche Abnahme. Diese Veriinderung des Harns bessert 
sich allmahlich nach 3 bis 4 Tagen. Der Reststickstoff des Blutes 
vermehrt sich deutlich. 

Die Phenolvergiftung zeigt das Bild einer hochgradigen Nieren- 
schaidigung; Albuminurie, Zylindurie, Odem, Retention der stickstoff- 
haltigen Substanzen usw. 





Tabelle VII. 
Kaninchen Nr. 17, o. 
Harn 
5 i eli i diate a Rests 
Kéepere Stickstoff ickstoff 
Datum ' Risens ee re 
gewicht Spez. Reake 5. on ; des Blutes 
Menge Gewicht tion Fiwei® e- 100 com ba ae 
s —_ k Q mg? 
2.1. 2960 300 | 1,013 ochwach _— 0,560 1,6800 | 26,00 
alkal. 
3.11... 2965 350 1,016 | Himos +++ +++) 0,256 0.8960 
" globin- 
urie 
4.TIl. 2940 170 ' 1,015 alkal +4 }- + 41,00 
5.10. 2950 360 1,013 oteash + — 0.300 31,080 40,10 
alka 
6.10. 2870 275 1,013 ccywesb + t 0.500 1.375 38,00 
alkal. 
7.1. 2925 400 1,014 | neutral + , 0.400 1,400 33,30 
8.111. 2915 305 «| «1,014 _ Spur - 33,00 
9. TIT. 2950 340) 1,013 . - 0,420 1,428 
13.111. 38050 330 | 1,013 i - -; 33,80 
15.1. 3045 360 | 1,014 a - - 0,539 1,940 29,00 
17.11. 3050 340) —s-11,.013 os a } 26.50 


* 5.9 ccm m/2 Lésung in Vena saphena injiziert. 


Zusammenfassung. 


Ester und Saureamid der Oxybenzoesauren sind giftiger als die 
entsprechenden Oxybenzoesiuren. Sie sind mehr oder weniger nieren- 
giftig und zeigen phenolartige Vergiftungserscheinungen. 

















Zur physiologischen Wirkung der Salicylsiurederivate. 11. 


Von 
Kyoji Kase und Kakjiro Seki. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik der kaiserlichen 
Universitat zu Tokio.) 


(Eingegangen am 27. Oktober 1928.) 


Ester- und Saureamid der Oxycarbonsauren haben nach Kase 
eine dem Phenol ahnliche physiologische Wirkung. Manche giftige 
Verbindungen werden bekanntlich mit Schwefelsaure oder mit Glykuron- 
siure gepaart und im Harn ausgeschieden; diese Synthese ist ein Ent- 
giftungsvorgang, der dem Organismus zum Zwecke des Schutzes dient 
Als Erginzung zur Untersuchung von Kase haben wir, indem wir 
diese Entgiftungsreaktion als Kriterium fiir die Giftigkeit der Oxy- 
benzoesaurederivate betrachteten, eine vergleichende Untersuchung 
vorgenommen. 

Phenol ist im Tierorganismus zum Teil mit Schwefelsiure und 
Glykuronsaure gepaart. Seine Einverieibung bewirkt eine vermehrte 
Ausscheidung der gepaarten Schwefelsaure und der Glykuronsaure 
im Harn. 

Salicylsiure (o-Oxybenzoesiure) und p-Oxybenzoesiure tragen 
kaum zur Vermehrung solcher gepaarten Verbindungen bei. Salicyl- 
siure-methylester, Salicvlamid und p-Oxybenzoesdure-methylester ver- 
mehren die gebundene Schwefelsaure und die Glykuronsaure des 
Harns, wie es dem Phenol eigentiimlich ist. Diese Tatsache liefert uns 
eine weitere Bestatigung unserer Behauptung. Dab die Carboxylgruppe 
die Giftwirkung der phenolischen O H-Gruppe abschwacht, wird dadurch 
indirekt bewiesen, daB diese entgiftende Wirkung bei der Verbindung 
ohne freie Carboxylgruppe nicht mehr zutage tritt, und daB die dem 
Phenol ahnliche physiologische Wirkung ausfallt 


Experimenteller Teil. . 


Die folgenden Experimente wurden mit dem gleichen Kaninchen 
wie in der ersten Mitteilung ausgefiihrt, bis auf die Versuche mit salicy!- 
saurem Natrium, die mit einem anderen Kaninchen angestellt wurden. 
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Untersuchungsmethode. 


Der Harn wurde vor und nach der Injektion 24-stundenweis 


gesammelt. Die Schwefelsiure wurde nach der Methode von Salkowski 
und die Glykuronsaure nach Tollens quantitativ bestimmt. 


a) Versuch mit Natrium salicylicum. 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich, ist keine merkliche Veranderung 











bemerkbar. 
Tabelle I. 
Kaninchen Nr. 24, co. 

Harn - 
— — — —_—_—_—__— So 
53 Z " = | Schwefelsaure : 3 
a x £5 c a es ~ ie fe 25 

Datum 6% 6 22 r=} 7 ee = t 35 7 
x2 & 2 Zs Br ; a% = s | 32 2 ¢ 
=. a2 by = e¢ 2 a | 2 oo 

29 | = ein ® & 2 | 6 
z 3° | . 

g com x g 8 mge"/o 


12.V. 2260 | 240 | 1,012 alkal. | 0.2491 | 0,0187 0,0750 | 26.26 
13.V. 2260 | 250 | 1,014 . + | 0,2675|0,0195 0,1300 28,00* 
14.V. 2265 | 210 | 1,012 7 0),2298 | 0.0147 0,0784 27,00 


* 5,7 com von I mol. Natrium salicylicum in Vena saphena injiziert. 


b) Versuch mit Salicylsaure-methylester. 
Einem Kaninchen von 2295g wurden 0,38 g von Salicylsaure- 
methylester pro Kilogramm in die Vena saphena eingespritzt. 
Die Ausscheidung von Glykuronsiure und Schwefelsaure hat 


maBig stark zugenommen. 





Tabelle 11. 
Kaninchen Nr. 12, o. 
Harn 
Kérpere> [| 3 3=— aia PaCS = ge 
Datum gewicht Menge | ee ____| Glykuron- 
| gesamt gepaart ensure 
g com g ry ry 
3. 2290 320 0,2669 0,0211 0,1051 
12. TI. 2295 275 | 60,3130 0.1595 0.2860 0.38 g pro Kilogramm 
intravends injiziert. 


c) Versuch mit Salicylsdureamid. 

Salicylamid im Verhaltnis von 5 Millimol pro Kilogramm in 

50 ccm Wasser durch eine Sonde in den Magen eingefiihrt. 
Die Ausscheidung von Schwefelsiure und Glykuronsaure hat 


mabig zugenommen. 











is 
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Tabelle III. 
Kaninchen Nr. 15, o. 





Harn 
Kérper- , : . 
Datum) gewicht Menge | Subwotetature : Glykuron- 
gesamt gepaart ecure 
Rg com 2 e £ 
5. I. 300 | 0.1653 0,0139 | 0,0876 
6. II. 3640 210 | 0.2671 0.0636 0.1864 0,68 g pro Kilogramm 


per os gegeben. 


d) Versuch mit p-Oxybenzoesaure. 
1,5 g p-Oxybenzoesaure (0,68 g pro Kilogramm) in 50 com Wasser 
in den Magen eingefiihrt. 
Die Ausscheidung von Schwefelsiure und Glykuronsaure zeigt 
keine so deutliche Anderung. 


Tabelle 1V. 
Kaninchen Nr. 20, co. 





Harn 
aE... ) ah lL 
Datum —_gewicht Mens | Subwefslebure ; Glykuron- 
gesamt gepaart | ‘S#ure 
8 com g g g 
19.111., 1975 125 | 01360 | 0.0100 | 0,0967 
20. IIT. 1970 257 0,0988 0,0257 | 01129 0,68 g pro Kilogramm 


per os gegeben 


e) Versuch mit p-Oxybenzoesaure-methylester. 
1.7 g p-Oxybenzoesiuremethylester (0,68 g pro Kilogramm) in 
50 com Wasser in den Magen eingefiihrt. 
Die Ausscheidung von Schwefelsiure und Glykuronsaure hat 
maBig stark zugenommen. 


Tabelle V. 
Kaninchen Nr. 18, o. 





Harn 
Kérpere * ; | 
Datum —_gewicht Menge |— samara Glykuron: 
gesamt gepeart esure 
g ccm | u 8 £ 
| | 
19.111. 2340 420 | 0,072 0.9353 | 01079 
20.11. 2350 320 0.1312 0.2195 0,9789 | 0,68 g pro Kilogramm 
per os gegeben 
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f) Versuch mit Phenol. 


Bei der intravenésen Injektion von 5,9 cem m/2 Phenol an einem 


Kaninchen (1 Millimol pro Kilogramm) wurde eine starke Zunahme 
der Ausscheidung von Schwefelsiure und der Glykuronsaure nach 
gewiesen. 

Tabelle VI. 


Kaninchen Nr. 17, o. 





Harn 
Korper- Sch t 

Datum gewicht Menge ehwotelobure Glykuron- 

gesamt gepaart saure 

2 ccm g 2g £ 
2. Il. 2960 300 0.4250 0,0459 0.1207 
3. LIT. 2965 350 0.5502 0.3154 0.4144 1 Millimol pro Kilogramm 
in V. saphena injiziert 

4. TIT. 2940 170 0,2201 0.03800 0.1908 


Zusammenfassung. 

Die relative Ungiftigkeit der Oxybenzoesiuren gegeniiber dem 
héchst schadlichen Phenol beruht auf der Gegenwart einer Carboxy!- 
gruppe. Dies wird in dieser Mitteilung dadurch indirekt bewiesen. 
daB die Derivate der Oxybenzoesiauren, die keine freie Carboxylgruppe 
besitzen, eine dem Phenol ahnliche Giftwirkung gegeniiber dem 
Organismus haben. Diese Tatsache soll man bei der Auswahl der 
Handelspriaparate der Salicylsiure fiir medizinische Zwecke in Er- 
wigung ziehen, denn die Salicylsiurepraparate ohne freie Carboxy!l- 
gruppe besitzen ebenfalls eine phenolartige Wirkung. Bei der Ver- 
ordnung solcher Praparate mu der Arzt daher immer sehr vor- 


sichtig sein. 
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Zur Charakteristik der alimentiren glykimischen Kurve. 


IV. Mitteilung tiber Saccharosimiec. 


Von 
W. W. Oppel. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie an der militar-medizinischen 
Akademie und aus dem Zentrallaboratorium des Meénikow-Krankenhauses 
in Leningrad.) 


(Eingegangen am 17. Oktober 1928.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die in anderen Mitteilungen (1) (2) (3) beschriebenen Tatsachen 
sind nach Belastung mit Saccharose erhalten worden. Man diirfte 
gewisse Abweichungen von dem itiblichen Bilde der Glykimie erwarten, 
hervorgerufen gerade durch diesen Umstand. In der ersten Mitteilung 
wurde auf die grobe Haufigkeit von niedrigen Aufstiegen des Hyper- 
glykamiemaximums hingewiesen. In den Versuchen von Reinhold 
und Karr (4) finden wir dieselben Hinweise. 

Dieser Umstand kénnte seine Erklarung finden, wenn man a priori 
folgendes annehmen kénnte: 1. Entweder laBt die Mischung von Glykose 
und Fructose, die bei der Inversion von Saccharose entsteht, die glyki- 
mische Kurve weniger ansteigen als dieselbe Quantitat von Glykose. 
2. oder es hat ein Teil der Saccharose nicht die Zeit, sich im Magendarm 
traktus abzuspalten und wird als solche resorbiert. 

Wenn fiir die erste Annahme dieselben Versuche von Reinhold und 
Karr (4) sprechen, die einen niedrigeren Aufstieg der Hyperglykamie nach 
Belastung mit einer Mischung von Glykose und Fructose als nach Belastung 
mit Glykose allein fanden, so konnte dennoch die zweite Méglichkeit nicht 
endgiiltig von der Hand gewiesen werden. Denn in den dlteren Arbeiten 
iiber Glykosurie [Worm Miiller (5), Hofmeister (6), Johannson, Billstrom 
und Heijl (7), Rubner (8), Strausz (9)| finden wir Hinweise iiber das 
Auftreten von Saccharose im Harn. Wenn nun Saccharose im Harn er- 
schienen ist, so miiBte dieselbe auch im Blut vorhanden sein. Zwar konnten 
Abderhalden und Kawohl (10) die Anwesenheit von Saccharose im Blut 
nicht feststellen, doch dem ist entgegenzuhalten, dai diese Forscher sich 
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einer nicht geniigend scharfen Methodik naimlich Polarimetrie von 
Blutplasma oder Serum — bedient hatten. 


Die Aufgabe der vorliegenden Serie von Versuchen bildete dis 
Revision der Frage dariiber, in welcher Form die Saccharose resorbiert 
wird und welche Strukturform die nach Belastung mit Saccharose 
erhaltene glykamische Kurve besitzt. 


1. Methodik. 


Wie auch in den friiheren Mitteilungen, wurde der glykiimische Gehalts 
wert nach Hagedorn-Jensen untersucht. 

Da wir bei Inversion der Saccharose eine Mischung von Glykose und 
Fructose erhalten, so muBte vorerst eine Methode zur quantitativen Be 
stimmung der Fructosimie gewéihlt werden. Die Notwendigkeit einer 
mehrfachen Blutentnahme im Laufe eines Versuchs forderte die Aus 
schlieBung solcher Methoden, die eine groBe Blutmenge zur Untersuchung 
benétigten. Es blieb die Wahl zwischen der Methode von Campbell und 
Hanna (11) und derjenigen von van Creveld (12). 

Von der Anwendung der Methode von Campbell und Hanna muBten wir 
Abstand nehmen aus Griinden, auf welche auch von den Autoren selbst hin- 
gewiesen wird: 1. die Methode ist nicht geniigend spezifisch fiir Fructose, da 
Glutathion und die Substanz x ebenso das Phosphormolybdanreagens redu- 
zieren. Dasselbe Reagens wird, wenn auch in geringem MaBe, von der Glykose 
reduziert. Daher erweist sich bei der Arbeit mit Blut die notwendige Korrek- 
tion als sehr betrachtlich. In den anzustellenden Versuchen aber wiirde diese 
Korrektion zudem noch zu unbestandig sein, infolge der Veranderlichkeit 
der Glykamie. Demnach kénnte man mit dieser Methode nur eine Fructos- 
amie von bedeutendem Grad bestimmen. 2. Andererseits warnen die 
Autoren selbst vor der Ausfiihrung von Serienuntersuchungen (was be- 
sonders wichtig in unserem Falle erscheint). 

Das oben Gesagte zwang uns, die Methode von van Creveld (13) zu 
wahlen. Bekanntlich stellt diese Methode eine Ausarbeitung der qualitativen 
Probe von Jhi und Pechmann mit Diphenylamin vor. van Creveld fallt 
das BluteiweiB8 nach Schenck aus (1 Teil Blut, 1 Teil 4°,iges HCl, 2 Teile 
5% iges HgCl,). Die klare Fliissigkeit wird abfiltriert (oder nach Zentri- 
fugierung abgegossen). Zu 1 cem des Filtrats wird 0,1 ccm 20 %iger Alkohol- 
lésung von Diphenylamin und leem 25%iger HCl hinzugesetzt. Nach 
15 Minuten langem Kochen im Wasserbad und raschen Erkalten wird die 
entstandene blaue Farbe mittels 2,5 cem von Amylalkohol entfernt. Die 
Farbung der Alkoholschicht wird mit der Firbung einer Serie von Standard- 
reagenzglisern verglichen. (Das fructosefreie Schenck sche Blutfiltrat + zu- 
nehmende Mengen von Fructose, 15 Minuten langes Kochen und Bearbeitung 
mit Amylalkohol in vorgeschriebener Weise). 

Orientierungsversuche sowohl mit Wasserlésungen von Fructose als 
auch mit der Lésung von Fructose im Schenckschen Blutfiltrat (oder 
Serumfiltrat) zeigten; daB es bequemer ist, die Reihenfolge des Zusatzes 
von Diphenylamin und Salzséure (25°%,ig) zu andern: Zuerst wird die 
Séure hinzugesetzt. Das Hinzusetzen von Diphenylamin vor dem Zusatz 
der Séure ergab zuweilen nach dem Kochen der Fliissigkeit eine Opaleszenz 
* derselben. Diese Opaleszenz blieb auch nach Extrahieren der Farbe durch 
Alkohol bestehen und die kolorimetrische Bestimmung wurde deshalb 
unmdglich. 
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Die zur Kontrolle dienende Reihe von Standardreagenzglisern steigt 
nach van Creveld in arithmetischer Progression. Daher ist bei relativ hohen 
Mengen von Fructose der Unterschied zwischen zwei benachbarten Reagenz- 
glasern schwer zu bestimmen. 

In einem Teil der Versuche wurde der Vergleich mit der Reihe der 
Kontrollglaser durch Kolorimetrie in kleinen Hehnerschen Zylindern 
ersetzt. Zu diesem Zwecke wurde die verfairbte Alkoholschicht mit einer 
Kapillarpipette abgesogen. Die Fliissigkeit wurde mit Athylalkohol bis 
zum nétigen Volumen (etwa bis 15 cem) verdiinnt. Die erhaltenen Resultate 
fallen ziemlich nahe mit den Resultaten iiberein, die nach einem einfachen 
Vergleich mit der Reihe der Standardglaiser gewonnen wurden (s. Tabelle I). 


Tabelle I. 





Fructose in mg aut 100 ccm Blut Fructose in mg auf 100 ccm Blut 


nach van Creveld | in Hehnerschen Zylindern nach van Creveld in Hehnerschen Zylindern 
| 


6,0 6,8 28.0 30,0 
6,0 6,8 24,0 24.4 
20,0 20,0 28,0 24,0 


van Creveld weist darauf hin, daB beim Stehenlassen der Fliissigkeit 
sich rasch eine Komplementirfarbe entwickelt. Daher mu8 die kolori- 
metrische Bestimmung méglichst rasch ausgefiihrt werden. In der Tat 
wird die Entwicklung einer solchen Komplementarfarbe bestindig beob- 
achtet. Verschiedene Sendungen von Amylalkohol riefen eine verschieden 
rasche Erscheinung der Komplementarfarbung hervor. Die Versuche der 
Extrahierung der blauen Farbe mittels anderer extrahierender Fliissigkeiten 
(Ather, Chloroform) waren gescheitert. Gute Resultate wurden mit Iso- 
amylalkohol erhalten. Im letzteren entwickelt sich die komplementiare 
Farbe augenscheinlich langsamer als im Amylalkohol. 

In der iiberwiegenden Mehrzahl der unten angefiihrten Versuche 
wurde die Standardserie aus dem Filtrat des Blutes bereitet, welches von 
demselben Tier vor dem Versuch entnommen wurde. 

Eine groBe Anzahl von Beobachtungen hat gezeigt, daB das im 
niichternen Zustande entnommene Kaninchenblut beim Sieden mit Dipheny]- 
amin und Salzsdéure keine blauliche Verfairbung aufweist. In seltenen 
Fallen freilich zeigte sich eine Andeutung auf eine solche blauliche Ver- 
farbung. Doch war der Grad des Farbentons viel schwicher als die Farbe 
des ersteren Standardglases, das einer Fructosimie von 4 mg auf 100 cem 
Blut entsprach. 

Die erwahnte Ziffer (4 mg-%) gibt eine Vorstellung von der auBer- 
ordentlich hohen Empfindlichkeit der Methode. Die Glucose gibt nur eine 
Spur von blaulicher Verfarbung, und zwar nur in hohen Konzentrationen. 
Somit erweist sich die Methode als recht spezifisch. 

Die Doppelanalysen geben stets eine véllige Ubereinstimmung der 
Resultate. Beim Zusatz von Fructose in vitro iibersteigt die Abweichung 
von der wahren Ziffer nicht den Grenzwert eines Standardglases (4 mg-°,). 
Beim geringen Gehalt von Fructose im Blute kann das Prozent des Fehlers 
betrachtlich sein. Doch kénnen derartige Grade von Fructoséimie durch 
keine andere Methode entdeckt werden (Tabelle II). 
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Tabelle II. 
Fructose in mg auf 100 ccm Blut Fructose in mg auf 100 ccm Blut 
hinzugesetzt Bestimmungsresultat hinzugesetzt Bestimmungaresultat 

33* 30* 8.3**** 8,0**** 

33 28 8.3 6,0 

16,6** 14,0** 6.3 6,0 

16,5* 13,0* 6,3 6,0 

16.6 20,0 6,15*** 6,0*** 
12,.3*** 12,0*** 4.15**** 4 0**** 

8.3** 8,0** 





*, **, ***, **** bedeutet, da die zweite von den entsprechenden Ziffern bei der Analyse 
von 0,5ccm Lésung, die erste — 1,0ccem desselben Filtrates erhalten sei. 


Die Tatsache der bestandigen Ubereinstimmung paralleler Analyse 
erlaubt auch einmalige Bestimmungen auszufiihren. Zur einmaligen Be- 
stimmung braucht man nur 0,5ccm Blut, was die Blutentnahme aus der 
Ohrvene des Tieres erméglicht. 


Mit Hilfe der Methode von van Creveld und ebenso mit derjenigen von 
Campbell und Hanna laBt sich auch der Gehalt von Saccharose bestimmen. 
Dies ist aber nur in ihren reinen Lésungen méglich, welche bestimmt weder 
Fructose noch Glykose enthalten. Es muBte ein Verfahren zur Bestimmung 
von Saccharose in Anwesenheit sowohl von Fructose als auch von Glykose 
ausgearbeitet werden. Zu diesem Zwecke wurde eine Reihe von Versuchen 
mit Hydrolysation des Hagedorn-Jensenschen Blutfiltrats angestellt. Vor 
der Hydrolysation wurden im Blute bestimmte Mengen von Saccharose 
gelést. Die Hydrolysation wurde mit Schwefelséure im siedenden Wasserbad 
im Verlauf von 20 bis 25 Minuten ausgefiihrt. Die Fliissigkeit wurde dann 
abgekiihlt und mit NaOH neutralisiert. Danach wurde eine Lésung von 
rotem Blutlaugensalz hinzugefiigt. Im weiteren Verlauf unterscheidet sich 
die Analyse nicht im geringsten von der gewéhnlichen Analyse nach 
Hagedorn-Jensen. Indem wir nun von der nach Hydrolysation des Filtrats 
gewonnenen ReduktionsgréBe die ReduktionsgréBe des nicht hydrolysierten 
Filtrats abzogen, erhielten wir einen Zahlenwert, der den Gehalt an 
Saccharose kennzeichnete. 


Die angefiihrte Berechnung kann nur in dem Falle als richtig gewertet 
werden, wenn die Hydrolyse des Filtrats vom Blute, das von dem Tiere 
im niichternen Zustande entnommen wurde, an und fiir sich keine Ver- 
mehrung von den das rote Blutlaugensalz reduzierenden Stoffen aufweist. 
Die Resultate der Hydrolyse des im niichternen Zustande entnommenen 
Blutes sind in der Tabelle III zusammengestellt. In der Mehrzahl der 
Versuche zeigte die reduzierende Kraft des Blutes nach der Hydrolyse 
nur eine unbedeutende Veréinderung (+ 5mg). Dies bezieht sich sowohl 
auf Versuchsgruppe von Hydrolyse mit n/2 Schwelsiure als auch mit 
n/10 H,SO,. In einigen Versuchen waren die Abweichungen betrachtlicher. 
Daher wurde in allen Versuchen, die sich auf die Bestimmung von Saccharose 
bezogen, auch das Filtrat des im niichternen Zustande entnommenen Blutes 
der Hydrolysation unterworfen. Bei der Berechnung der Saccharose- 
menge wurden diese schon anfinglich vorhandenen hydrolysierenden 
Stoffe des Blutes beriicksichtigt. 
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Tabelle III. 








Blutentnahme im niichternen Zustande Blutentnahme im nuchternen Zustande 
Zucker in mg auf 100 ccm Blut Zucker in mg auf 100 ccm Blut 
Hydrolyse Hydrol se ‘Hydrolyse Hydrolyse 
mit n/10 H,SO, mit n/2 H,SO, mit n/10 H, SO, mit n/2 HgSO, 





Vor der Nach der Vor der | Nach der Vor der Nach der Vor der Nach der 
Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse | Hydrolyse | Hydrolyse | tiydrolyse Hydrolyse Hydrolyse 





93 — 4 111 +5 83 10 80 +7 
100 4 87 0 53* — 8 100 - 5 
100 0 100 8 135 0 

97 2 130 +5 44* 2 
99 + 4 85 +7 53* 7 

98 + 12 101 —2 101 0 

88 — 2 86 +9 90) 2 
97 + 1 91 0 101 5 

94 +9 85 +9 
94 +4 


* Schafsblut 


Folin und Berglund (14) haben Blutfiltrate ebenso der Hydrolyse 
unterworfen; das Blut wurde im niichternen Zustande entnommen. Es 
ist bemerkenswert, daB ihre Ziffern den oben angefiihrten recht nahe 
stehen. Ich fiihre eine Nebeneinanderstellung der Ziffern nach Gruppen an 


(Tabelle IV). 





Tabelle IV. 
Veranderung Zahl der Beobachtungen Veranderung Zahl der Beobachtungen 
nach Hydrolyse . — nach Hydrolyse 
in mg Folin und Berglund Vertasser in mg Folinund Berglund Vertasser 
10 bis — 5 1 1 + 5bis+10 2 6 
+5 10 21 +10 bis +15 1 | 


* Die Ziffern von Folin und Berglund sind aus den verschiedenen Tabellen der Vertasser 
entlebnt. 


Die Bestimmung von geringen Saccharosemengen in Wasserlésungen 
nach Hagedorn-Jensen wurde in unserem Laboratorium von Tuléinskaja 
ausgefiihrt. Es blieb nun die Ausarbeitung einer Methodik zur Bestimmung 
von geringen Saccharosemengen im Blute iibrig. In der Tabelle V sind die 
Resultate der Versuche mit Zusatz von Saccharose zum Blut in vitro zu- 
sammengestellt. Die Versuche zeigen, daB bei der Hydrolysation mit 
n/2 Schwefelséure ausgezeichnete Resultate erhalten werden. Bis zu 
10 mg auf 100 ccm Blut Saccharose werden saémtlich in Anwesenheit der 
iibrigen reduzierenden Stoffe im Blut offenbart. Bei Hydrolyse mit n/10 
Schwefelséure nimmt die Genauigkeit der Untersuchungsergebnisse ab. 
Beim hohen Saccharosegehalt wird der Fehler recht groB. Die Hydrolyse 
mit n/10 Schwefelsiure erweist sich als ungeniigend. 


Wenn wir also die Bestimmung der gesamten reduzierenden Kraft 
des Blutes nach Hagedorn-Jensen (Glykamie) ausfiihren, dazu die Versuche 
mit Hydrolyse paralleler Blutproben nach derselben Methode hinzufiigen 
(Saccharosimie) und das Schencksche Filtrat von 0,5cem Blut nach 


3* 
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van Creveld untersuchen (Fructosémie), so sind wir imstande, gleichzeitig 
iiber Glykamie, Saccharosimie und Fructosiémie eine Vorstellung zu ge- 
winnen. 





Tabelle V. 
Saccharose in mg auf 100 ccm Blut Saccharose in mg auf 100 ccm Blut 
Hydrolyse Hydrolyse H drol ~y Hydrolyse 
n/l0 H,50, | ni? H,SO, | Minaugesetzt | aide SO, nj ti, SO, —Minzugesetat 
94 120 _ 32 33 
91 118 — 25 26 
70 100 100 23 25 26 
75 102 100 23 20 
47 54 -- 14 19 20 
48 51 50 16 12 12 
42 51 59 - il 12 
49 52 50 3 1 6 
23 32 33 <0 6 





2. Die Zuckerkurve nach parenteraler Einverleibung von Saccharose. 


Im Verhaltnis zu den Geweben des Organismus erscheint die Saccharose 
als ein Fremdstoff. Nach den bisherigen Ergebnissen l48t sich unter 
physiologischen Bedingungen nur im Darmtraktus ein Ferment finden, 
das die Saccharose zu invertieren vermag. Die Hinweise von Réhmann (15) 
und Abderhalden (16) auf das Erscheinen von Invertase im Blute von Tieren, 
welchen Saccharose parenteral einverleibt wurde, wurden durch die 
Kontrollarbeiten von Knaffl-Lentz (17) und Folkmar (18) stark erschiittert. 


Seit der Arbeit von Voit (19) ist es bekannt, da parenteral ein- 
gefiihrte Saccharose in auberordentlich groBen Mengen durch die 
Nieren ausgeschieden wird, wodurch dieselbe sich stark von Glykose 
und Fructose unterscheidet. Mendel und Kleiner (20), Folkmar (18) 
hatten die Annahme Voits (19) (20) von einer solchen Ausscheidung 
der Saccharose bestitigt. Doch sind irgendwelche Untersuchungen 
iiber die Schnelligkeit deren Verschwindens aus der Blutbahn in der 
Literatur wie es scheint nicht vorhanden. 


14 Versuche (Tabelle VI) illustrieren diese Frage. 


Die Saccharose wurde in die Ohrvene des Kaninchens mittels einer 
Injektionsspritze eingefiihrt. Die Menge der Saccharose betrug 0,2 bis 
0,4g. Die Menge der injizierten Fliissigkeit 1cem. Die Injektion wurde 
rasch (2 bis 3 Sekunden) ausgefiihrt. Vor dem Versuch wurde aus der 
Ohrvene das zur Kontrolle dienende Blut entnommen. In dem letzteren wurde 
die Héhe der Glykamie und die Menge der vorhandenen hydrolysierenden, 
reduzierenden Stoffe festgestellt. In einem Teil der Versuche wurde auch 
die Reaktion auf Fructose ausgefiihrt. Die Hydrolyse wurde mit n/2 H,SO, 
gefiihrt. Nach der Injektion von Saccharose wurde das Blut zur Blut- 
untersuchung sofort (gewéhnlich nach 1 Minute) entnommen. In der 
Mehrzahl der Versuche wurden die Blutentnahmen in folgenden Zeit- 
abstaénden gemacht: nach 15, 30, 45, 60 Minuten, spaterhin jede halbe 
Stunde. In vier Versuchen wurde wahrend der ersten halben Stunde das 
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Blut alle 2 bis 3 Minuten genommen. Zur Vermeidung unrichtiger Resultate 
wurde das Blut niemals aus demselben Ohr entnommen, in dessen Vene 


Saccharose injiziert wurde. 

Die Versuche zeigen, daB im ersten Moment die Héhe der Saccharos 
amie recht betrachtliche GréBen erreichen kann 

Der Abstieg der Kurve (Abb. 1) geht ziemlich rasch und rege! 
maBig vonstatten. Es ist interessant, daB die Kurve einen gleichen 
Charakter tragt, unabhangig davon, von welcher HéhengréBe ab die 
Saccharosiimie beginnt. Mit anderen Worten, die Kurve. welche von 

















Qo i x 4 Ss 60 75 90" 


Abb. 1. Nach den Ziffernwerten der Tabelle VI 


niedrigeren Ziffern an beginnt, stellt einen entsprechenden Abschnitt 
der anderen Kurve, die einen héheren Beginn aufweist, vor. Anfinglich 
fallt die Kurve der Saccharosimie steil ab. Im weiteren Verlauf wird 
der Abstieg immer flacher und flacher. 

Die erwihnte GesetzmaBbigkeit des Kurvenverlaufs erlaubt im 
allgemeinen, den Moment des Verschwindens der Saccharosamie voraus- 
zusagen. Zu diesem Zwecke muB man die AusgangsgréBe bestimmen 
Auf Grund von Durchschnittskurven aus der ganzen Versuchsserie 
kann man voraussagen, daB nach einem Aufstieg der Saccharosimie 
bis 100 mg (auf 100cem Blut) man ein Verschwinden der Saccharosimie 
nach 90 Minuten erwarten darf; nach 75 Minuten wird noch eine be- 
stimmbare (etwa 10 mg-°,) Saccharosimie beobachtet. Bei einer 
AusgangsgréBe von 60 bis 70 mg wird eine Saccharosamie von 10 mg-”., 
nach 60 Minuten erreicht sein. Bei dem Ausgangswert von 40 bis 50 mg 
wird die Kurve die Héhe von 10 mg-°,, nach 45 Minuten erreichen 

In fiinf Versuchen (Tabelle VII) wurde die Dauer der Saccharos- 
iimie mit Hilfe der van Creveldschen Methode bestimmt. Die Blut- 
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Tabelle VII. 
on Zuckers |_ Fructosimie in mg auf 100 ccm Blut 
Ne. dosis 15" 30’ 60’ 120 10’ 
109 0,2 4 t 
110 0,2 5 4 : 
lll 0.2 4 . + 
101 0,2 10 4 r 
104 0,2 4 6 2 t 


proben wurden in relativ gréBeren Zeitabstanden genommen. In allen 
diesen Versuchen wurden 0,2 g Saccharose in die Ohrvene injiziert 
In 2 von diesen Versuchen konnte schon nach | Stunde keine Reaktion 
auf Fructose erhalten werden. In zwei anderen Versuchen konnten 
Spuren von Saccharose noch 2 Stunden nach der Injektion entdeckt 
werden. In einem Falle schwand die Saccharosiimie zwischen 60 bis 
120 Minuten. Wenn man im Auge behalt, daB mit der van Creveldschen 
Methode wir Saccharosemengen feststellen kénnen, die kleiner sind 
als die mit Hilfe der Hydrolysation bestimmbaren, so erscheint es klar. 
daB die mit dieser und jener Methode gewonnenen Resultate nahe 
zueinander stehen. 

Die ganze Versuchsserie mit intravenéser Injektion von Saccharose 
fiihrt zu dem Schlusse, daB auch eine Saccharosimie bedeutenden 
Grades nur eine recht kurze Zeit dauern kann, schwerlich langer als 
2 Stunden. 


8. Die Kurve nach enteraler Einfiihrung von Saccharose. 


Die nach intravenéser Einverleibung von Saccharose beobachtete 
Kurve kennzeichnete sich durch starke Verinderungen der hydro 
lysierten Stoffe bei fast vélliger Unverinderlichkeit der Glykamie. 
Die Einfiihrung von Saccharose per os fiihrt ein deutlich ausgepragtes 
Anwachsen der Glykimie nach sich. Dies ist seit der Arbeit von 
Jacobsen (22) bekannt und vielfach bestitigt worden. 


Die diesem Teil der Frage zugehérenden Versuche wurden ebenfalls 
an Kaninchen angestellt. Die Saccharoselésungen wurden durch die 
Schlundsonde in den Magen eingefiihrt. Die Sonde wurde durch die Nase 
gefiihrt. Die Dosierung geschah auf Kilogramm des Gewichts und betrug 
in einem Teil der Versuche 2g pro Kilogramm, im anderen Teil 4g pro 
Kilogramm. Die Fliissigkeit wurde mit einer Spritze in Form einer 30- und 
60% igen Lésung eingefiihrt. 

Die Durchsicht der dabei erhaltenen glykimischen Kurven zeigt 
(Tabelle VIII), daS deren Umrisse nicht immer gleichartig erscheinen. 
Einige Kurven tragen den Charakter von ,,verlingerten“‘ Kurven. Haufig 
ist der Kurvenabstieg in die Lange gezogen. Dieser Umstand l48t sich zum 
Teil augenscheinlich durch eitrige Rhinitis erklaren, welche bei einer Reihe 
von Tieren beobachtet wurde. 
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Wenn man die Gruppe von Tieren nimmt, die Saccharose in der 
Menge von 2g pro Kilogramm erhielten, und die mittlere Glykamie- 
kurve berechnet, so erhalt man ein auf der Abb. 2 dargestelltes Bild 
Es springt in die Augen die Anwesenheit von einigen Zeitpunkten nach 
der Belastung (Tabelle VILL), wo die Kurvenpunkte der meisten Kurven 


te 


760; 








o 30 «6002~CO«s—t=<CSsCKSCHO 
Abb. 2 
Nach den Ziffernwerten der Tabelie VIII 


mehr oder weniger naher zueinander liegen. Solche Zeitpunkte sind 
30 und 45 Minuten nach der Belastung und 150 bis 180 Minuten nach 
derselben. Mit anderen Worten: dies ist die Periode des maximalsten 
Aufstiegs und der Moment der Beendigung der glykamischen Reaktion 
Zu anderer Zeit erreicht die Dispersitat der Kurvenpunkte zuweilen 
ganz betrachtliche GréBen. 

5 Minuten nach der Belastung wurde auf allen Kurven ohne Aus 
nahme ein Aufstieg des Blutzuckers beobachtet. Die Hohe des Auf 
stiegs schwankte in einzelnen Fallen zwischen — 6 und — 26 mg anf 
100 cem Blut. Die an Kaninchen gewonnenen Resultate zeigen in 
dieser Hinsicht ein gleichartigeres Bild als die Resultate der Unter 
suchungen an Menschen [Oppel und Fedorow (1)}. 

Die Héhe des maximalen Aufstiegs erscheint um vieles niedriger 
als nach Belastung mit Glykose. Wenn man die erhaltenen Ziffern 
mit denen von Sundberg (23) vergleicht, der den Kaninchen 2 g pro 
Kilogramm Glykose verabreichte, so springt der Unterschied in die 
Augen: dort erweist sich der Zuwachs gleich 140 -+ 30 mg, hier aber 
nur 48 + 25mg. Die Zeit des maximalen Aufstiegs ist normal. Die 
gréBte Anzahl] der Maxima fallt auf die Zeit 30 Minuten nach der Be 
lastung 
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In allen Versuchen, wie mit der Belastung von 2 g pro Kilogramm 
so auch mit Belastung von 4 g pro Kilogramm wurde eine Fructosimie 
(mit der van Creveldschen Methode) konstatiert. Doch in keinem der 
Versuche war dieselbe irgendwie stark ausgepriagt. Die héchste der 
gefundenen Ziffern betrug 12mg auf 100ccm Blut; die niedrigste 
nur 4mg. Angesichts des grofen prozentualen Fehlers, der bei solch 
geringen Mengen von Fructose méglich ist, 148t sich von der Konfigura 
tion der Fructosimiekurve schwerlich etwas aussagen. Es scheint, als 
ob das Maximum 60 Minuten nach der Belastung (Abb. 3) erreicht 


meg 














a Jo’ 60° 90" 220° 0° 780’ 
Abb. 3. Nach den Ziffernwerten der Tabelle VIII. 


wird. Bestimmt 14Bt sich behaupten, daB die Fructosimie lange Zeit 
andauert: in der Mehrzahl der Versuche konnte eine gewisse Menge 
von Fructose noch nach Ablauf von 3 Stunden nach der Belastung 
konstatiert werden. Ein starker Unterschied im Grade der Fructosimie 
nach Belastung mit verschiedenen Mengen (2 und 4g pro Kilogramm) 
konnte nicht festgestellt werden. 

Die nach enteraler Einfiihrung von Saccharose gefundene Fructos- 
amie kann sowohl von einer Resorption von Fructose — nach Inversion 
der Saccharose — als auch von einer Resorption der Saccharose selbst 
bedingt sein. Man kénnte zu dieser Frage naher riicken, indem man 
in den Magen eine Mischung von Fructose und Saccharose, als Ersatz 
fiir die invertierte Saccharose, einfiihrte. Es wurden vier derartige 
Versuche angestellt. 30°,ige Fructoselésung wurde vor dem Versuch 
mit 30°, Glykose vermischt. Die Mischung wurde in derselben Weise 
wie auch in den anderen Versuchen eingefiihrt. Die Menge der 
Monosaccharide betrug 2g pro Kilogramm. Die Versuche ergaben 
(Tabelle LX) etwas unerwartete Resultate. Denn nur in einem von 
diesen Versuchen konnte man die Anwesenheit von Fructose im peri- 
pheren Blute konstatieren. In den drei anderen Versuchen konnte 
keine Spur von Fructose gefunden werden. 

Dieses Resultat schien zu sagen, daB die nach Einfiihrung von 
Saccharose gefundene Fructosamie von einer Resorption der Saccharose 
per se abhangen kann. Die Mengen der Saccharose, entsprechend der 
Hohe der Fructosimie, miibten mit Hilfe der Hydrolyse gut bestimmbar 
sein (bis 12 mg Fructose, bis 24 mg Saccharose). 

Doch ergaben die Versuche (8), in welchen das Blut einer Hydrolyse 
unterworfen wurde, ein negatives Resultat: in keinem von ihnen konnte 








Gaqosdyniy UaysIISA}OsPAY aIpP U9UYyIZEG DOMUIEYI7 UDJ9NWE| yaSuTa Tra] 














Gri 
a 
(C@Z) (882) (FEZ) 9 (82%) (88) goer | re] 
wnunlay Ol LIZ #1 92% 8 P0Z 082% es i> : 
sul punso’y] - 
22P Funaynjury | (eho) (ggg) (s¢)} (989) (OFF) (TOV) ogg | gy] 
Glh SI 6LF £9F | 16 EZ FI ler lor *s 
(O61) (GEd) (161) (O61) = 
p As pa . ‘ € ol 
noi | F 261 Ol 8€Z P GLI 0g! gg O68 | 
sop Sunsynyurg | (U9Z) (928) (Z1Z) (182) (96) UO8Z| 26 
UZ 88% SI 98z GI 292% GE 62Z or r= 
7 'O| OQ = 7) = 7) = © 7 9 7" 2 ia) 7) a) 7) 7" ?) a) 7) 7" 2 8 In, 
a So | ° = ° & ‘ > io] ¢ 
& Si8i3,/3 18 818) F188 81 8 isi Fis sisi 8s 81 sisisisi g if 
= ustunyiawmogy L__ —- — ——_——— | —_ = odeen ! — wom 2 
4 aeyiod = ynvjsiasy avjiod jnelsiosy avjyiod = ynvisiaay avyiod jnelsiasy aeyiod pnelsiosy esyiod = jnvjstory *ar) Fs 
= A | ang 4D ‘A nig 4D) ‘A gD | A ang 45 ‘A aI 4D ‘A | 818 ID cf 
4 08 —,0L OL—.09 09-08 0S — 0% O¥—,0€ JOA 
va X 92q0,7, 
91 ZI Igl gl gl a gl Stl 9ul = Ta | vecs | 8E 
ae all t oll 60T i) 1g orl s Ltt 621 aa vot | 0982 || LZ 
cg OOT Tol 86 Lol ves | = | OFF 621 cll 60T || OSES || OL 
£6 c6 LO} cul 98 201 Or | = | SIT 9Tl CTL || 098% |) LZ 
a7) Q 7 a nm 7) = 7) 7 2 7 7) = | Qa 7 7) = 7) 7 7) 8 IN 
Pele FL EL SLE L ELE S1 Gl el bl el ci gi giz aig 
PSR ISIS LEE SLES EET ELST SLels igi fis 4 
mee) ie - - 7 ll A Se! A a a LF Sah 37 °° 45. 
08 Osi zi 06 09 sb Of si s 10A, 5 Hf 
Nig GOI OO, je Fu ut sdqonzynygq 
"NI 91°] 


















44 W. W. Oppel: 


man irgendwelche merkliche Vermehrung der hydrolysierenden Stoffe 
finden. 

Alles oben Erérterte erlaubt zu dem Schlusse zu kommen, dal} 
bei enteraler Belastung mit Saccharose eine irgendwie merkliche 
Saccharosimie nicht beobachtet wird. Die Hyperglykimie hingt 
dabei von dem Zuwachs gerade der Glykose ab. Denn die Fructosamie 
ist derart unbedeutend, daB von deren irgendwelchem EinfluB auf die 
Konfiguration der glykamischen Kurve nicht die Rede sein kann 
Letzteres betrifft natiirlich nicht die von Isaac (24) gemachte Ein 
raumung von dem erniedrigenden EinfluB der Fructose auf die Glykamie 


4. SchluBbemerkungen. 


Die Hauptfrage, die am Beginn der geschilderten Untersuchung 
aufgestellt worden war, lautete folgendermaBen: Sollte der relativ 
niedrige Aufstieg der Glykamie nach innerlicher Darreichung von 
Saccharose nicht von ihrer teilweisen Resorption in nicht hydrolysierter 
Form abhangen. Diese Frage muB in negativem Sinne beantwortet 
werden. Denn nach Einfiihrung von 2 und 4 g pro Kilogramm Saccharose 
mittels Magensonde konnte man im Blute keine Saccharose finden 
Man mu annehmen, dab der Aufenthalt der Saccharose im Magen- 
darmtraktus eine geniigend lange Zeit andauert, so daB die Invertase 
ihre spaltende Wirkung vollkommen ausiiben kann. 

Man kénnte annehmen, daB der Schwerpunkt nicht in der Invertase 
liegt, sondern in der Undurchgiangigkeit der Darmwand fiir die Saccharose. 
Ein derartiger Gedanke von einer spezifischen Durchgangigkeit wurde 
von recht kompetenten Forschern ausgesprochen. Diesen Gedanken findet 
man auch in Handbiichern, z. B. im Artikel von Starling (25) (umgearbeitet 
von Pincussen) im Handbuch der Biochemie des Menschen und der Tiere. 

Doch erscheint ein derartiger Gesichtspunkt unvereinbar mit ziemlich 
zahlreichen Beobachtungen iiber den Ubergang von geringen Mengen von 
Saccharose in den Harn. Die Ergebnisse von Seegen (26), der bei sehr 
groBen Belastungen mit Saccharose Saccharosurie gefunden hatte, lassen 
sich gut vom Standpunkt einer unvollkommenen Hydrolyse infolge der 
groBen Menge der eingefiihrten Saccharose erklaren. Dieselben Ergebnisse 
kénnen vom Standpunkte der spezifischen Undurchgangigkeit der Darm- 
wand nur schlecht erklart werden. 


Dab unter gewissen Bedingungen die Saccharose aus dem Darm 
resorbiert werden und im Blute entdeckt werden kann, dafiir sprechen 
die Resultate eines der unten angefiihrten Versuche (Tabelle X). 


Bei Kaninchen wurde, wie gewéhnlich, das Blut aus der Ohrvene 
vor dem Versuch entnommen. Die Tiere wurden festgebunden. Leichte 
Athernarkose. ErSffnung der Bauchhéhle. In das Magenlumen oder in das 
Lumen des oberen Jejunumabschnittes wurde mittels einer Spritze eine 
30°,ige Saccharoselésung (2g pro Kilogramm) eingefiihrt. Im weiteren 
Verlauf wurden die Blutproben sowohl aus der Vene (oder Arterie) des 
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Ohres oder aus starkeren Mesenterialvenen (so nah als méglich zur V. portae) 
venommen. 


Wenn in drei von diesen Versuchen (zwei mit Einfiihrung in den 
Magen, einer ins Jejunum) zuweilen ein bedeutendes Vorwiegen der 
Ziffern nach Hydrolyse iiber den Ziffern ohne Hydrolyse beobachtet 
wurde (42 bis 65 Minuten nach der Injektion), so muB man diese Ziffern 
doch als zweifelhaft betrachten, da sie vereinzelt sind und da die Héhe 
der Fructosimie dabei nicht der Hohe der Saccharosamie (1) entspricht 
Doch erhielt man in einem Versuche ein recht iiberzeugendes Bild 
35 Minuten nach Einfiihrung der Saccharoselésung ins Jejunum wurde 
stark ausgepragte Saccharosimie im System der Portalvene beobachtet 
(163 mg auf 100ccm Blut). 42 Minuten spater eine deutliche, wenn 
auch weit niedrigere Saccharosaimie im groBen Kreislauf und im Portal- 
system. 

Also kann sich eine Saccharosimie auch nach enteraler Einfiihrung 
entwickeln. Dazu ist aber das Vorhandensein von gewissen Bedingungen 
nétig. Es ist sehr wahrscheinlich, dab die Hauptbedingung zur Re- 
sorption der Saccharose per se in einer geniigenden Konzentration 
derselben auf die Einheit der resorbierenden und zu gleicher Zeit auch 
invertierenden Flache der Diinndarmwand liegt. 


Somit also konnte nach innerlicher Darreichung von Saccharose mit 
Hilfe der Mikromethode keine irgendwie merkliche Saccharosimie 
gefunden werden. Andererseits gelingt es zuweilen, nach Einfiihrung 
der Lésung direkt ins Jejunum eine Saccharosimie zu konstatieren. 
Daraus folgt eine hohe Bedeutung des Magens, der das Eindringen 
groBer Mengen von Saccharose auf einmal in den Diinndarm verhiitet 
Indem die Saccharose teilweise im Magen invertiert wird, gelangt sie 
in den Darm nicht auf einmal und in weniger konzentriertem Zustande 
Das Invertin des Darmsaftes ist dann imstande, die Saccharose end- 
giiltig zu spalten, und laft deren Resorption per se nicht zu.. 


Eine Ablehnung der Moéglichkeit einer Resorption von Spuren von 
Saccharose unter physiologischen Bedingungen ist unméglich. Der Unter 
schied in der Resorption und Nichtresorption von Saccharose muB quantitativ 
und nicht qualitativ sein. Daher kann man glauben, daB die Reaktion 
auf Fructose zum Teil von Saccharosespuren, die mit Hilfe der Hydrolyse 
nicht bestimmbar sind, zum Teil zweifellos von der Fructose, die bei der 
Inversion entstanden ist, abhangt. 


Ausfihrungen. 


1. Bei enteraler (mittels Magensonde) Einfiihrung von Saccharose 
(2 und 4 g pro Kilogramm) wird im Blute Glykimie und geringe Fructos- 
amie (nicht mehr als 12 mg auf 100 ccm Blut) beobachtet. Eine 
Saccharosimie kann nicht festgestellt werden 
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2. Das Fehlen einer Saccharosiimie hangt dabei nicht von einer 
spezifischen Undurchgiangigkeit der Darmwand ab. Denn nach Ein- 
fiihrung (sub operatione) der Saccharoselésung direkt ins Jejunum 
kann zuweilen eine Saccharosimie beobachtet werden. Dasselbe be 
zeugen auch die Literaturergebnisse tiber die Saccharosurie. 

3. Beim Gelangen der Saccharose ins Blut (intravendse Injektion) 
wird eine regelmaBige Kurve des Abfalls der Saccharosimie beob- 
achtet. Die Zeitfrist des Schwindens der Saccharose aus dem Blute 
hangt ab von der Hohe des anfanglichen Aufstiegs der Saccharosiimie 
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Zur Charakteristik der alimentiren glykimischen Kurve. 
V. Mitteilung tiber Fructosimie. 


Von 
W. W. Oppel. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie an der militaér-medizinischen 
Akademie und dem Zentrallaboratorium des Metschnikow-Krankenhauses 
in Leningrad.) 


(Eingegangen am 17. Oktober 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der Verlauf der glykamischen Kurve nach Belastung mit Fructose 
wurde von einer Reihe von Forschern studiert. Doch nur in neuester Zeit 
wurde die Frage von der Zergliederung dieser Kurve in die eigentliche 
Fructosimie und gewéhnliche Glykimie aufgeworfen. Denn bis vor 
kurzem verfiigten wir iiber keine Methode, welche die Lésung der auf- 
gestellten Frage erméglichen konnte. 

Bis zum Beginn der vorliegenden Arbeit (Herbst 1927) war die 
Literatur tiber die Fructosaimie ziemlich sparlich. [Lépine und Boulud (1), 
Neuberg und Strauss (2), Isaac (3), Abderhalden und Kawohl (4), Folin 
und Berglund (5), Steinberg und Elberg (6).} Wahrend unsere Arbeit 
sich in vollem Gange befand. erschienen kurze Mitteilungen von 
van Creveld und Ladenius (7), Kronenberger und Radt (8), Evsner (9). 

Die von uns in der vorliegenden Arbeit angewandte Methodik ist 
dieselbe wie auch in der vorhergehenden Mitteilung. Die Versuche 
wurden an Kaninchen angestellt. Die allgemeine Héhe der Glykimie 
wurde nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Die Fructosimie nach 
van Creveld. 

In der vorigen Mitteilung wurde schon darauf hingewiesen, dab 
selbst bedeutende Glucosemengen beim Sieden mit Diphenylamin und 
konzentrierter Salzsiure keine Farbenreaktion ergeben. Der gréBeren 
Sicherheit wegen wurden noch zwei Versuche an Kaninchen mit Ein- 
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fiihrung in den Magen von 2g pro Kilogramm Glucose angestellt 
Die Blutproben wurden wahrend des Verlaufs von 3 Stunden ent 
nommen. Nur in einer Blutportion bei einem der Kaninchen ergab 
die Probe auf Fructose ein zweifelhaftes Resultat, namlich eine leicht: 
Blaufirbung, jedoch sehr viel schwiacher ausgeprigt als bei einer 
Fructosimie von 4 mg auf 100cem Blut. In allen tibrigen Portionen 
fiel die Reaktion auf Fructose negativ aus (Tabelle I) 


Tabelle I. 





Blutzucker in mg auf 100 ccm Blut 


Vor der 5 15’ 30’ 


Kaninchen Gewicht — Belestung 45’ 
Glue Frucse | Glue Fruce Glue Fruce | Glue Fruce Glue | Fruc 
Nr. 2 cose tose cose tose cose tose cose tose cose tose 
6 2640 103 — 119 117 133 — 153 
73 2009 &Y 105 110 132 5 — 126 





Blutzucker in mg auf 100 ccm Blut 


Kaninchen Gewicht 60’ 90° 120’ 1s 1380’ 


Glue Fruce Glue | Fruce | Glue | Fruce | Glue | Fruce | Glue  Frucs 
Nr 2 cose tose cose tose cose tose cose tose cose tose 
6 2640 172' — 175 159 — | 141 105 — 
73 200 1385) + 132 138 — | 119 97 


Die Kurve nach enteraler Einfiihrung von Fructose. 


Diese Versuchsgruppe wurde zur Liésung zweier Fragen bestimmt 
1. ob und in welchen Mengen nach innerer Darreichung von Fructose 
dieselbe im Blute erscheint und 2. wie duBert sich die Abhangigkeit 
der Konfiguration der glykiimischen Kurve nach Belastung mit Fructose 
von der Fructosimiekurve. Die Fructoselésung wurde mit der Sonde 
in den Magen eingefiihrt. Benutzt wurde 30- und 50°, ige Lésung. 
Die Berechnung geschah pro Kilogramm des Gewichts: 2g und 3,5 
pro Gewichtskilogramm (Tabelle I). 


Die Mehrzahl der Kurven dieser Serie (9 von 11) offenbart das gut 
bekannte Bild der Glykamie nach Belastung mit Fructose: ein geringer 
Aufstieg oder véllige Abwesenheit eines solchen. Eine Ausnahme 
bilden nur zwei Versuche am Kaninchen Nr. 70, wo das Bild durch 
eine psychische Hyperglykamie maskiert wurde. 


Wenn wir uns nun zur Betrachtung der Fructosimie wenden. 
so erweist sich, daB in der Mehrzahl der Versuche (auBer zweien) Fructose 
im Blute erscheint. Doch ebenso wie auch in den Versuchen mit Saccha- 
rose. war der Aufstieg der Fructosimie ganz unbedeutend, sogar niedriger 
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als nach Saccharose (nicht héher als 8 mg auf 100 cem Blut). Die 
Fructosamie dauerte ziemlich lange, denn in einer Reihe von Versuchen 
konnte dieselbe noch nach 2 Stunden offenbart werden. 


Die Erscheinung der ersten Spuren von Fructose im Blute wurde 
recht friih bemerkt. In sechs Versuchen der ersten Gruppe wurde die 
Analyse 5 Minuten nach der Belastung gemacht. Es erwies sich, dal 
in vier von diesen Versuchen die Fructose im Blute schon vorhanden 
war; freilich vorerst noch als quantitativ nicht bestimmbare Spuren 
(Tabelle LIT) 

Es ist interessant, daB in zwei Versuchen, wo 5 bis 10 Minuten nach 
der Belastung im Blute keine Spuren von Fructose entdeckt werden konnten, 
die Belastung gering war (2g pro 1 kg). 

Wenn man alle Versuche mit Einfiihrung der Fructoselésung 
mittels Magensonde, darunter auch die Versuche mit Einfuhr einer 
Mischung von Fructose und Glucose, wovon in der vorigen Mitteilung 
berichtet wurde, vereinigt, so erhalt man die Méglichkeit, einige Schliisse 
von der Bedeutung der BelastungsgréBe fiir die Entwicklung der Fructos- 
amie aufzustellen. Bei einer Belastung nimlich mit | g pro Kilogramm 
(Mischung von Glucose und Fructose) erhalt man haufiger keine Fructos- 
iimie. In der Mehrzahl der Versuche mit Belastung von 2 g pro Kilo- 
gramm wird dagegen eine Fructosimie erhalten. Die Fructosimie 
wurde in allen Versuchen mit einer Belastung von 3,5 g pro Kilogramm 
beobachtet (Tabelle LV). 


Tabelle IV. 








—" Zabl ; Fructosamie 7 
der Versuche 
g pro kg | + _ 
1,0 4° 1 3 
2.0 8 6 2 
3,5 8 ** 8 wal 


* Versuche mit einer Mischung von Glucose und Fructose (IV. Mitteilung). 
** Eingeschlossen die Versuche aus Tabelle II, IX und nicht beendeter Versuch aus Tabelle III. 


Die eben geschilderten Tatsachen fiihren zu demselben Schlub, 
zu welchem auch andere Forscher gelangt sind, namlich: nach innerlicher 
Darreichung von Fructose wird eine Fructosimie beobachtet. Die 
Hohe derselben ist aber recht gering. Folin und Berglund (5) berichteten 
von einer Fructosamie von ,,mehr als 5 mg**. Van Creveld und Ladenius (7) 
fanden nur bei zwei von 53 gesunden Subjekten eine Fructosamie tiber 
14mg. Bei Kronenberger und Radt (8) steigen die nach der Methode 
von van Creveld erhaltenen Ziffern auch nicht tiber 16 mg auf 100 ccm 
Blut. Bei Hisner (9) betrug die Livulosimie (van Creveldsche Methode) 
nicht mehr als 14 mg auf 100 ccm Blut. 
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Freilich fanden nicht alle Forscher eine derart geringe Lavulosdimie, 
wie oben berichtet ist. So fand z. B. Jsaac (3) einen Aufstieg bis 30 mg 
vuf 100 cem Blut. Kronenberger und Readt (8), die zu Beginn ihrer Arbeit 
sich nicht der van Creveldschen Methode, sondern einer von ihnen selbst 
susgearbeiteten Modifizierung der Probe von Seliwanow bedient hatten, 
fanden eine Fructosamie von 25 bis 40 mg auf 100 cem Blut. Doch wurden 
liese Ziffern mit Hilfe anderer Methoden erhalten 


Eisner (9) fand ebenso Spuren von Fructose im Blute 5 Minuten 
nach der Belastung. Aronenherger und Radt (8) stellten fest, daB bei 
Belastung mit Fructose eine Livulosimie freilich auch fehlen kann 
zwei Versuche von 13) 

Die Nebeneinanderstellung der Glykamiekurve mit derjenigen der 
Laivulosimie bringt zum SchlubB, daB auch diejenigen geringen Aufstiege 
der Glykamie, die nach Belastung mit Fructose beobachtet werden, 
wenig von der Vermehrung der Fructose im Blute abhangen. Denn 
der Aufstieg der Fructose ist dermaben unbedeutend, dab dessen 
Abzug von der gesamten Grébe der Glykamie praktisch keinen Einflub 
auf die Konfiguration der glykamischen Kurve ausiibt. 


Aus der Literatur ist hinlanglich bekannt, daB nach Darreichung 
von Fructose der Aufstieg der Glykamie nicht groB ist. Dariiber berichten 
Folin und Berglund (5), Foster (10), Bodansky (11), Reinhold und Karr (12), 
Barrenscheen (13) und Mitarbeiter, Bornstein und Holm (14), Hetényi (15) 
und andere. Damit stimmen auch die Ergebnisse der eben geschilderten 
Versuche iiberein. Deshalb kénnen wir Hisner (9) gar nicht beipflichten, 
der von groBen Glykamieaufstiegen spricht (iiber 200 mg auf 100 cem Blut). 
Es unterliegt nicht dem geringsten Zweifel, daB der hohe Aufstieg der 
Gilykaimie in seinen Versuchen durch die operative Einwirkung Lapa- 
rotomie und Manipulationen im innern der Bauchhéhle ohne Narkose 
bedingt ist. 

Isaac (3) sprach die interessante Anschauung aus, daB nach innerlicher 
Darreichung von Fructose die Menge der Glucose im Blute etwa um 
ein Drittel vermindert wird. Die Fructosdmie aber steigt an. Damit erklirte 
er die Abwesenheit von starken Aufstiegen der gesamten Glykaémiie. Das 
oben analysierte Material gestattet aber nicht eine Unterstiitzung dieser 
Anschauung. Denn der Zuwachs der Glykaémie ist sogar héher als der 
Zuwachs der Fructosimie. Die Analyse des Materials aus der Literatur 
bestarkt uns in diesem Verhalten. Die Mehrzahl der Forscher fand nur 
eine sehr unbedeutende Zunahme der Fructosimie. Die Glykimie wurde 
ebenfalls als gering befunden, jedoch gewohnlich etwas héher. 


Somit wird die Antwort auf die im Beginn dieses Abschnittes 
unserer Arbeit gestellten Fragen folgendermaBen lauten: 1. Nach 
innerlicher Darreichung von Fructose erscheint dieselbe im Blute, 
wenn auch in geringen Quantitaten, 2. der Aufstieg der Glykamie 
hangt von der Fructosimie nur zum Teil ab, so daB die Umrisse der 
glykimischen Kurve nicht als eine Wiederholung der Kurve der Fructos- 
amie erscheinen. 


4° 
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Die Kurve nach intravendser Einfiihrung von Fructose. 


Um die nach innerlicher Verabreichung von Fructose erhaltene 
Fructosamiekurve eingehender studieren zu kénnen, erscheint es 
zweckmaBig, die einzelnen Momente, welche auf die Umrisse der Kurve 
einen EinfluB haben, gesondert zu betrachten. Zu diesem Zwecke 
wurden Versuche mit intravenéser Einverleibung von Fructoselésungen 
angestellt. Die Gesamtmenge der injizierten Fliissigkeit betrug 1 ccm 
die Menge der injizierten Fructose 0.2 und 04g. Die intravenésen 
Injektionen sollten die Frage aufklaren, wie schnell die Fructose von 
den Geweben aufgenommen wird. 

Es kann natiirlich die Frage aufgeworfen werden, da8 die Verringerung 
der Fructosimie nur zum Teil von der Aufnahme durch die Gewebe ab- 
hangt und dieselbe andererseits auch ein Resultat der Ausscheidung der 
Fructose durch die Nieren vorstellt. Doch kann der Nierenfaktor als un- 
wesentlich betrachtet werden; die Versuche von Blumenthal (16) zeigten, 
daB die ,,Sattigungs‘‘groBe der Kaninchengewebe mit Fructose zwischen 
2,4 und 2,7 g liegt, und zwar bei einmaliger intravenéser Injektion. Die 
in unseren Versuchen verwandten Fructosemengen sind bedeutend geringer. 

Die Versuche (Tabelle V) ergeben folgendes: Die Fructosimie- 
kurve, die nach Injektion von 0,4 g bedeutend, nach Injektion aber 
von 0,2 g um weniges gestiegen ist, sinkt steil herab. Die letzten Spuren 
von Fructose werden gewohnlich nicht spater als 30 Minuten nach der 
Injektion aufgedeckt. Nur in einem Versuche wurde Fructosimie 
noch nach Ablauf einer Stunde konstatiert (Tabelle VI). 
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Abb. 1. Kaninchen Nr. 101 ~—- Saccharose 0.4¢. ——— Fructose"0,4 g. 

Sehr charakteristisch erscheint der steile Abstieg wahrend der 
ersten 15 Minuten, so daB eine bedeutende Fructosimie (sogar héher als 
100 mg Fructose auf 100 ccm Blut) auf eine recht niedrige GréBe herab- 
gesetzt wird; bisweilen niedriger als 10 mg auf 100 ccm Blut. Dieser 
Abstieg ist noch steiler als der Abstieg bei Saccharosimie, die in der 
vorigen Mitteilung analysiert wurde. Der Unterschied springt besonders 
stark in die Augen, wenn man die Kurven bei Saccharosimie und 
Fructosiimie eines und desselben Kaninchens vergleicht (Abb. 1). 











ig t ul rO IL 

y Ol PO pul 
8 8 ru aOl 
t Ol FO 10! 
} S Z'0 aa 

Ol 20 oll 
9 él oU 601 

TNunjsea 7” “ap 
JOT TI 09 Ot Si ap A asoyonsy email 


aulesOjoNs 4 








‘TA 9G. 
OOT OoT aut «O68 96 §uT N6 Zl oh 20 VOLT Itt 
3 8 68 «ss OOT | «OOT: 96 gO! Ol 6 ZU OLLI Or 
= LOT got gor ert 801 Z0r atl Fil 801 OT ZO 20 gal.) gol 
5 It! 601 ral ira 9B OFT = =Zol LOT ro OGLZ TL 
io 18 88 RG T6 =88 L6 gol CLT | 88 rO C6LI FO! 
16 FS FR tS 16 16 POT 98l If r0 OPES Bol 
FOT POL fOr UOT «FOL FOL atl aot Ol ro O82 TOT 
Ch CB 16 46 96 col Zit Lot LIT sal orl | GLI O16 0 COLI Ill 
68 col 96 16 cOr LOT 66 GIl =F2l) OFF) «669T.) «UCTGI O86 FO GLLi orl 
68 C6 16 C6 “OT Zot Lol 601 9IT S82l Let O9r Zs PO ject Ful 
EOI 60T 601 rit 92T OZ@T O8f GEt oct LRT ORI 9TI FO OFRZ TO} 
3 Pl “aN 
ee PL RIL SL EL Bl el el gl F< o 
‘ 10S OZ A ed 
“i ii a . 3 & oe 4 * 8 = o e as * " § e as0j9NI mar) ueqoulusy 


IN[g_ G99 QOL joe Far ut sayonzynjg 





“A 9°97 


















4 W. W. Oppel: 


Der Abstieg bei Fructosimie ist etwas steiler als der Abstieg bei 
Glucosimie, hervorgerufen durch intravenése Einfuhr von 0,4 g Glucose 
(Tabelle VII). Die letzte Tatsache steht auch in Ubereinstimmung mit 
den Ergebnissen von Wierzuchowski (17), der einen geringeren Glykémie 
aufstieg bei dauernder intravenéser Einfuhr von Lavulose als bei Einfuly 
ebensolcher Mengen von Glucose gefunden hatte. 


Tabelle VII. 





Blutzucker in mg auf 100ccm Blut 





Kaninchen Gewicht Glucose - 7 e : an _ = 
Vor der a od < > = = x 
Belastung J a ms S ~~ ns 
Nr g g i ca in 
94 1920 04 85 165 154 145 147 133 127 
Ohne Nr. 1450 04 78 176 153 150 142 135 133 
62 2162 OA 103 174 165 155 155 135 126 117 
74 2185 0.4 100 147 182 160 149 147 137 
Blutzucker in mg auf 100 ccm Blut 
Kaninchen Gewicht Glucose + oc * > ~ 
~ - 7 * 
| op’ on 
Ne . F a a z% > 
94 1920 04 112 105 96 89 103 94 
Ohne Nr. 1450 04 126 117 112 105 106-105 
62 2162 0.4 107 105 100 98 98 100 
74 2185 04 136 105 109 


Der Unterschied in der Steilheit des Abstiegs bei Fructosamie und 
Saccharosimie ist durchaus verstandlich. Die Saccharose stellt einen 
fiir den Organismus fremden Stoff vor. Fructose dagegen wird gern 
von den Geweben utilisiert, und zwar ebenso auch bei intravendéser 
Kinfuhr. Biirger (18) fand dabei eine groBe Verstirkung des Gas- 
wechsels schon wiihrend der ersten 30 Minuten und eine Vermehrung 
des Respirationsquotienten bis 1,00. Steinberg (19) hat bewiesen, dal 
fast alle Gewebe Fructose zu verarbeiten imstande sind. Van Creveld 
und Ladenius (7) fanden, daB das venése Blut armer an Fructose ist 
als das arterielle. Wierzuchowski (17) gibt eine hohe Ziffer von 1168 g 
Liivulose an, welche Menge wahrend 16 Stunden von den Geweben 
des Hundes verbraucht wurde. 

Die Versuche mit intravenéser Einfiihrung von Fructose zeigen. 
dai die einstmals entstandene Fructosimie lange Zeit nicht dauern 
kann. Selbst anfanglich hohe Fructosimien verschwinden recht rasch, 
im Laufe | Stunde. Daher kann gar keine Rede davon sein, daB man 
eine nach enteraler Einfuhr von Fructose erhaltene Fructosamie etwa 
fiir eine ,,Stauungs-Fructosiimie halten kénne. Eine niedrige, ab- 
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geflachte, doch immerhin lingere Kurve wie es nach Darreichung 
von Fructose per os (Abb. 2) beobachtet wird . mu8 als AuBerung 
eines gewissen Gleichgewichts zwischen Eintritt der Fructose aus dem 
Portalsystem in den groBen Blutkreislauf und deren Verarbeitung in 
den Geweben betrachtet werden 
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Abb. 2. Nach den Ziffernwerten der Tabelle VII 


Von der Bedeutung der Leber und des Magendarmtraktus. 


Auf dem Wege der Resorption der Fructose wie auch jedes anderen 
Zuckers befindet sich die Leber. Die Fructose ist ein ausgezeichneter 
Stoff fiir Glykogenbildung, sogar ein besserer als Glucose. Dafiir sprechen 
die Versuche von Neubauer (20), Nagasuye (21), Cori (22). Steinberg be- 
hauptet, daB kein anderes Gewebe in solchem Grade die Fructose zu ver- 
arbeiten imstande ist wie die icebe Isaac (23) (24) schreibt der Leber 
eine ausschlieBliche Rolle im Organis vs zu naimlich die Rolle, Fructose 
in Glucose zu verwandeln. Andererseits lenkte die Erscheinung einer 
Fructosurie bei Leberaffektionen [St auss (25)] schon vor langer Zeit die 
Aufmerksamkeit auf sich. Die Ergebnisse von Jsaac (3), die letzten Hin- 
weise von van Creveld und Ladenius (7) sprechen von einer Stérung des 
normalen Verlaufs der Fructosaimie bei Leberkranken. 


Zum Zwecke des Studiums der Frage tiber die Bedeutung der 
Leber wurden Versuche mit Untersuchung der Fructosamie im_peri- 
pheren Blute und in dem System der Vena portae angestellt 

Nach vorhergehender Blutentnahme aus der Ohrvene wurde den 
Kaninchen eine Fructoselésung eingefiihrt. In einem Teil der Versuche 
wurde die Lésung mittels Magensonde eingefiihrt. In dem anderen Teil 
der Versuche wurde den Tieren unter Narkose die Bauchhdéhle gedédffnet 
und der Zuckerstoff mittels einer Spritze in den Magen oder den obersten 


Jejunumabschnitt injiziert. Weiterhin wurden die Blutproben sowohl 
aus der Vene und Arterie des Ohres, als auch aus starken Stémmen der 
Mesenterialvenen und aus der Portalvene entnommen. Wahrend der 


ganzen Dauer des Versuchs wurde eine leichte Athernarkose unterhalten. 
Das Tier wurde mit Thermophoren umgeben. Die Menge der eingefiihrten 
Fructose betrug 3.5 g¢ pro Gewichtskilogramm (50°,ige Lésung). 


Die Resultate dieser Versuchsserie (neun Versuche; sind folgende 
In fiinf Versuchen erwies sich die Fructosaimie im Portalsystem um 
vieles héher als im System des groBen Blutkreislaufs; in zwei Fallen 
war dieses Uberwiegen der Fructosimie im Portalsystem nicht allzu 
groB; in zwei Fallen wurde praktisch kein Unterschied beobachtet 
(Tabelle VIII). 
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Das Vorherrschen der Fructose im System der Pfortader tritt 
demnach deutlich hervor. Wenn man hinzufiigt, daB in einigen Ver- 
suchen dieses Vorherrschen recht dauernd ist es wurde nach wieder- 
holter Blutentnahme konstatiert —, so gewinnt die Bedeutung der 
Leber als eines Organs, das einen Teil der aus dem Darm iibertretenden 
Fructose zuriickhalt, noch mehr an Wahrscheinlichkeit. 


Es kann der Gedanke aufkommen, daB8B der Unterschied zwischen 
dem Pfortaderblut und dem Blute des groBen Kreislaufs von der Ver- 
dimnung abhangt, welche bei der Vermischung des an Fructose reichen 
Pfortaderblutes mit dem fructosearmen Blute der V. cava entsteht. Zum 
Beweis einer solchen zuriickhaltenden Rolle der Leber miiBte das Blut 
aus der V.portae und aus der V. hepatica entnommen werden. Doch 
lieBen die Bedingungen der Arbeit mit Kaninchen eine derartige Versuchs- 
anordnung nicht zu. — Gegen eine solche Bedeutung der Verdiinnung 
spricht das gleichzeitige Vorhandensein von Versuchen, wo der Unter- 
schied der Fructoséimie sehr groB ist, und solchen, wo dieser Unterschied 
fast fehlt. Denn es ist schwer anzunehmen, da in einem Falle eine solche 
Verdiinnung stattgefunden hat, im anderen aber nicht. Andererseits hat 
Kotschnewa (26) Versuche angestellt, wo sie gleichzeitig das Blut aus der 
V. portae, V.hepatica und aus der Art. femoralis untersuchte (GefiB- 
fisteln nach London). Nach innerlicher Darreichung von Fructose, Glucose 
und Milch iibertraf der Unterschied zwischen dem Zuckergehalt im Blute 
der V. hepatica und dem Zuckergehalt im Blute der Art. femoralis nicht 
die Genauigkeitsgrenzen der Methode. Das Blut aus der V. portae zeigte 
dagegen eine héhere Glykamie. 

Eisner (9) fiihrte auch drei Versuche mit Bestimmung von Fructosémie 
im Pfortaderblut und im Blute des groBen Kreislaufs nach Einfuhr von 
Fructose auf niichternen Magen aus. In zwei Versuchen war die Fruct osémie 
im Pfortaderblut héher als im Blute des groBen Kreislaufs. In einem 
Versuch wurde kein Unterschied bemerkt. 


Die Durchsicht des ganzen Materials dieser Versuchsgruppe vom 
Standpunkt der Methode, nach welcher die Einfuhr der Fructose 
geschah, zeigt, dab die héchsten Aufstiege im Portalsystem in den 
Versuchen mit Injektion der Lésung direkt ins Jejunum beobachtet 
wurden. Diesen Versuchen nahern sich zwei von den drei Versuchen 
mit Einfiihrung der Lésung mittels Spritze direkt in den Magen (in det 
Gegend der kleinen Kurvatur und nahe am Pylorus; der dritte Versuch 
mit Einfiihrung der Lésung in den Magen mittels einer Spritze, welcher 
keine bedeutende Erhéhung der Fructosaimie ergeben hat, wurde derart 
ausgefiihrt, daB die, Injektion der Lésung in der Gegend der groben 
Kurvatur in die Masse des Mageninhalts erfolgte). ‘ 

Die andere Gruppe von Versuchen besteht aus solchen, wo die 
Fructose mittels eines diinnen Katheters durch die Nase eingefiihrt 
wurde. Hier war gewoéhnlich ein viel niedrigerer Aufstieg der Fructos- 
amie im Pfortaderblut zu konstatieren. Und auch im peripheren Blute 
erreichte die Fructosimie gewéhnlich auch nur solche Grade, welche 
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am Beginn der Arbeit geschildert worden sind. Die Ziffern von Eisn: 
stimmen mit den von mir erhaltenen vollkommen iiberein und ver 
mehren somit nur diese Gruppe von Beobachtungen. 

Daraus dringt sich von selbst die SchluBfolgerung von der Be 
deutung der Zuckermengen, die in einer bestimmten Zeiteinheit i 
den Diinndarm eintreten, auf. Dort, wo Fructose in groBen Menge 
in den Diinndarm eintritt (Einfiihrung ins Jejunum, in den Magen in 
Bereich der kleinen Kurvatur), wird dieselbe in reichlicher Meng 
resorbiert. Die Fructosimie erweist sich dann als recht bedeutend 
besonders im Pfortaderblut. Unter physiologischen Bedingungen aber 
(Einfuhr per os) wird die in den Magen eingetretene Fructoselésung 
wahrscheinlich mit dem Mageninhalt vermischt; dann gelangt Fructosé 
in den Darm nur allmahlich und in geringen Mengen, so daB in einer 
bestimmten Zeiteinheit auch nur ein geringes Quantum resorbiert 
wird und die Fructosimie eine geringe Hohe erreicht. 

Die Bedeutung des Magens und der Zeitdauer des Verbleibens de: 
Fructose im Magen wird von Sataké und Hirayama (27) bestatigt. Dir 
Forscher arbeiteten mit einer Methode ohne Differenzierung der Glucos 
von Fructose und fanden, daB je weniger Fructose im Magen zu einen 
bestimmten Zeitpunkt enthalten bleibt, desto héher der Aufstieg de: 
Glykamie im Pfortaderblut ist. 

Also sprechen die eben geschilderten Versuche dafiir, daB die 
Leber zweifellos als eine Barriere erscheint, welche einen Teil der re 
sorbierten Fructose zuriickhalt. Eine derartige Rolle der Leber ist 
besonders klar aus denjenigen Versuchen zu ersehen, wo in den Darm 


auf einmal eine grobe Menge von Fructose gelangt. Doch kann eine 
niedrige Fructosimie im Blute des groBben Kreislaufs, die nach Einfuhr 


von Fructose in den Magen mittels einer Sonde beobachtet wird, nicht 
als ein Resultat einer Zuriickhaltung in der Leber der Hauptmasse der 


resorbierten Fructose angesehen werden (oder als Verwandlung der 


Hauptmasse von Fructose in Glucose). Die geringe Hohe der Fructos 
iimie im peripheren Blute hangt dabei in erster Linie von einer geringen 
Resorption der Fructose ab (niedrige Fructosamie im Portalsystem) 
Eine derartige geringe Resorption aber kann man zum Teil auch mit 
einem langsamen und allmihlichen Eintritt der Fructose aus dem Magen 
in Zusammenhang bringen.” 

Daher muB sich auf der Konfiguration der Fructosamiekurve nicht 
nur der Zustand der Leber, sondern auch der funktionelle Zustand 
des Magens abspiegeln. 


SchluBbemerkungen. 


Die in dieser Mitteilung geschilderten Tatsachen, unterstiitzt durch 
die Ergebnisse aus der Literatur, geben einen gewissen Begriff tiber 
das Schicksal der per os eingefiihrten Fructose. Nach einem kiirzeren 
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der langeren Aufenthalt im Magen tritt Fructose in den Diinndarm 
liber. Von dort aus wird sie resorbiert. Die Fructose kann per se re- 
<orbiert werden. Somit kann die am meisten verbreitete Ansicht iiber 
die Resorption von Zucker, welche auch im Handbuch von Abder 
halden (28) aufrecht erhalten wird dab naimlich alle Zuckerstoffe 
(auBer Maltose) in Form von Glucose resorbiert werden . nicht fiir 
richtig erachtet werden 


In Abhangigkeit von einem mehr oder weniger raschem Ubergang 
der Fructose aus dem Magen in den Darm in Abhangigkeit von 
einer gréBeren Konzentration des Zuckers im Darm [vgl. London und 
Polowzowa (29)| — , werden in einer bestimmten Zeiteinheit bald gréBere 
bald geringere Fructosemengen resorbiert. Davon hingt eine gréBere 
oder geringere Konzentration der Fructose sowohl im Pfortaderblut 
als auch im Blute des groBben Kreislaufs ab. Denn die Leber hilt die 
Fructose zuriick, doch nicht in vollem MaBe (s. Tabelle VIII). 


Die Fructose gelangt in den groben Blutkreislauf ebenso rasch wie 
die Glucose; schon 5 Minuten nach innerlicher Einfuhr erscheinen 
die Spuren der ersteren im peripheren Blute. Doch erreicht die Hohe 
der Fructosimie keine bedeutenden GréBen, denn die Fructose wird 
aiuBerst intensiv von den Geweben absorbiert. Dem steilen Abstieg 
der durch intravenése Einfuhr hervorgerufenen Fructosimie, dem 
flachen und niedrigen Verlauf der Fructosimie nach enteraler Be- 
lastung entspricht eine rasche Vermehrung des Verbrauchs von O, 
und rasche Zunahme des Respirationsquotienten bis zur Einheit 
[Johannson, Billstr6m und Heijl (30), Tégel, Brezina und Durig (31), 
Bornstein und Holm (14).} 


Infolgedessen, dab die Fructosimie, besonders von einem derart 
geringen Grade, wie dieselbe in den beschriebenen Versuchen beob- 
achtet wurde, unverziiglich aus dem peripheren Blute verschwinden 
wiirde, sobald keine neuen Portionen von Fructose aus dem Pfortader- 
system eintreten wiirden, so muB man annehmen, dab die Resorption 
der Fructose (2.0 bis 3.5 g pro Kilogramm) etwa 3 Stunden lang dauert 

Cori (32) gibt fiir die Ratte einen Koeffizienten, der die Schnelligkeit 
der Resorption der Fructose charakterisiert (bei 50° iger Lésung): 


Resorbierte Menge =« 100 





0.077 g. 


Koérpergewicht in Grammen Zeit in Stunden 


Es mag von Interesse sein, diesen Koeffizienten aus den von mir erhaltenen 
Ziffern zu berechnen. 


Wenn man ein Kaninchen von 2350 g (Nr. 4) Gewicht nimmt, das 
3,5 g¢ einer 50°,igen Fructoselésung eingefiihrt erhalten hat, so macht es 
7,85 g Fructose aus. Als Zeitpunkt der Beendigung der Resorption nehmen 
wir das Moment des Verschwindens der Fructosimie im peripheren Blute 
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gleich 3 Stunden (Spuren von Fructose). Jetzt kann der Koeffizien 
folzendermaBen berechnet werden: 
7.85 . 100 
2350.3 
Diese Ziffer stellt die maximale GréBe vor. Denn praktisch werden zweifello- 
Spuren von Fructose noch dann resorbiert, wenn letztere im periphere: 
Blute schon vollstandig fehlt. (Versuche mit Fehlen einer Fructosaémi: 
nach Einfuhr von geringen Mengen derselben!) Obige Berechnung ist 
deshalb nicht angefiihrt, um einen genauen Koeffizienten angeben z) 
wollen, sondern nur zum Vergleich mit der von Cori (32) angegebene: 
GréBe. Man sieht, daB die Werte einander recht nahe stehen. 


Cc 0,111 g. 


Wenn das Schicksal der enteral eingefiihrten Fructose in schemati 
scher Darstellung mehr oder weniger aufgeklart erscheint, so bleibt doch 
eine Reihe von Fragen zu beantworten. Als erste von diesen wird die 
Frage von der Entstehung der Glykamie bei Belastung mit Fructose 
sein. Denn oben wurde darauf hingewiesen, da} mit der Fruktosamie 
allein nicht der ganze Aufstieg der Glykamie, die in der Mehrzahl der 
Versuche beobachtet wurde. erkliirt werden kann. 

Fiir die Anhanger der Lehre von der Mobilisation des Glykogens, 
als der Ursache der alimentéren Glykaimie iiberhaupt, ist diese Frage 
einfach gelést. Die Fructose ruft auch eine Mobilisation hervor, obwoh! 
auch in geringerem MaBe als Glucose. Doch beginnt zurzeit die Schule 
von Jakoby, welche die Theorie der Mobilisation aufgestellt hat, selbst 
schwankend zu werden [Eisner (9), Kronenberger und Radt (8), Grunke 
und Hesse (33)]. Man ist gezwungen, eine Erklarung auch vom Standpunkt 
der Resorptionstheorie zu suchen. 

Eine solche Erklarung kann im Zusammenhang mit den bekannten 
Versuchen von Lobryde Bruyn und Alberdav. Eckenstein (34) ge- 
funden werden, welche Forscher einen Ubergang von drei Monosen 
(Glucose, Fructose und Mannose) ineinander im alkalischen Milieu 
entdeckt haben. Im Darm scheint ein derartiger ProzeB recht méglich 
zu sein. Danach erscheint die Tatsache der Verwandlung eines Teiles 
der Fructose in Glucose und die gleichzeitige Resorption beider Zucker 
stoffe verstandlich. 

Es gibt noch eine andere, schwierigere Frage: Warum erreicht im 
groBen Kreislauf die Glykamie nach Belastung mit Glucose viel héhere 
Grade als nach Belastung mit Fructose. Zu Beginn der Arbeit schien 
es, da die Ursache dieser Tatsache in der ungleichen Absorption von 
Fructose und Glucose in der Leber liegt. Doch zeigten die Versuche 
mit der Untersuchung des Pfortaderbluts, daB bei der physiologischen 
Methode der Einfithrung der Fructoselésung (durch die Sonde in den 
Magen) der Unterschied zwischen Fructosimie im Portalsystem und 
groBen Kreislauf nicht so groB ist. Die Versuche von Kotschnewa 
sprechen dafiir, daB der Aufstieg der Glykaimie im Pfortaderblut nach 
Glucose bedeutend héher ist als nach Fructose. Es entsteht die Frage 
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on der ungleichen Schnelligkeit der Resorption von Fructose und Glu- 
ose. Dariiber auBerten sich Nagano (35), Cori (32), Kotschnewa (26). 
Die Sache verhalt sich augenscheinlich nicht nur so, daB Fructose und 
Glucose ungleich rasch aus dem Magen in den Darm iibertreten. Einer 
solchen Betrachtung dieser Frage kann man die Resultate der Versuche 
mit Saccharose entgegenstellen. Die Inversion der Saccharose geschieht 
gréBtenteils schon im Darm [London und Polowzowa (29)}. Also ist 
die Konzentration dieses und jenes Zuckerstoffs an sich gleich. Und 
doch erreicht gleichzeitig die Hyperglykamie eine recht ansehnliche 
Hohe (im Mittel +- 48 mg), die Fructosimie aber ist niedrig (Maximum 
12 mg). Dabei ist der Aufstieg der Fructosimie im Pfortaderblut 
ebenfalls nicht hoch (mit Ausnahme des Versuchs mit Resorption von 
Saccharose, s. vorige Mitteilung). 
Danach kénnen unsere Versuche tiber die gegenseitige Beziehung 
der verschiedenen von den aufgezihlten Momenten (Aufenthalt im 
Magen, Ubergang der Fructose in Glucose und Mannose, verschieden 
rasche Resorption der Zuckerstoffe) bei der Formierung der Fructosaémie- 
kurve keine ganz klare Vorstellung geben. Die Versuche beriicksichtigen 
auch nicht die verschieden grobe Schnelligkeit, mit welcher die ins Blut 
gelangte Fructose und Glucose von den Geweben verarbeitet wird. 


Zusammenfassung. 


1. Nach innerlicher Einfuhr von Fructose bei Kaninchen (mittels 
Nasensonde in den Magen) kann im Blute Fructose nachgewiesen 
werden. 


2. Das Auftreten von Fructose im peripheren Blute steht in Ab- 
hangigkeit von der GréBe der Belastung. 


3. Die ersten Spuren von Fructose erscheinen 5 Minuten nach der 
Einfuhr. Das Verschwinden der Fructose wird nach 2!, bis 3 Stunden 
(Belastung mit 2 und 3,5 g pro Kilogramm) beobachtet, der maximale 
Aufstieg ist nicht hoch (-+- 8 bis 10 mg pro 100 ccm Blut). 


4. Nach intravenéser Einfuhr von Fructose (0,2 bis 0.4 g) ver- 
schwindet dieselbe aus dem Blute nach 30 bis 60 Minuten. 


5. Ein Teil der aus dem Darm resorbierten Fructose wird von der 


Leber zuriickgehalten, der andere Teil tritt ins Blut des groBben Kreis- 
laufs iiber. 


6. Auf die Hohe des Alfstiegs der Fructosimie tibt die Methode 
der enteralen Einfuhr einen Einflu8 aus; namlich mit der Sonde in den 
Magen oder in den Darm, welcher Umstand von der Bedeutung des 
Magens als eines Organs, der den Organismus vor einer allzu raschen 
Resorption der Fructose schiitzt, zeugt. 
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7. Die Kurve der Fructosimie ist durch eine Reihe von ver 
schiedenen Momenten bedingt: Funktion des Magens. des Diinndarms 
der Leber, der tibrigen Gewebe des Organismus. Eine Stérung de: 
Tatigkeit eines jeden von diesen Organen und Geweben kann dix 
physiologischen Umrisse der Fructosimiekurve verunstalten. 
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Studien iiber die Gewebsatmung. 


V. Mitteilung’: 
Uber die Beteiligung des Eiweibes an der Gewebsatmung. 


Von 


K. Singer und 0. Péppelmann. 
(Aus der medizinischen Poliklinik Rostock.) 


(Eingegangen am 20. Oktober 1928.) 

Grafe und seine Mitarbeiter* hatten in ihren ersten Studien iiber 
die Gewebsatmung die merkwiirdige Tatsache festgestellt, dab das 
iiberlebende Warmbliiterprotoplasma eine im Vergleich zum lebenden 
Tiere auffallend ahnliche GréBe hinsichtlich des Sauerstoffverbrauchs 
zeigte. Zu dem gleichen Resultat waren unabhiangig davon kurz hinterher 
auch Terroine und Schaeffer? gekommen. 

Bei dem weitgehenden Parallelismus zwischen EiweiBumsatz und 
Gesamtstoffwechsel drangte sich sofort damit auch die Frage auf, ob die 
gefundene relative Uniformitat der OxydationsgréBe sich auch hin- 
sichtlich des EiweiBstoffwechsels zeigen wiirde, vor allem aber, ob die 
gegeniiber dem Lebenden gewaltigen Steigerungen des Sauerstoff- 
verbrauchs der Gewebe mit einer entsprechenden Erhéhung des Eiweib- 
umsatzes einhergehen. 

Als annaherndes MaB des EiweiBumsatzes kann der Desamidierungs- 
vorgang, d. h. die von den Gewebsschnitten gebildete Ammonmakmenge 
dienen. Uber das Schicksal der desamidierten Kérper la8t sich dabei 
zwar nichts aussagen, es kommt fiir die Beantwortung dieser Frage 
aber ja auch nicht in Betracht. 

Friiher nahm man an, da nur die Leber fahig wire, Ammoniak zu 
bilden. Aus den neueren Untersuchungen von Warburg’, Meyerhof® u. a. 


' Die Hauptergebnisse dieser Arbeit wurden von Grafe bereits aut 
der zweiten Tagung der Nordwestdeutschen Gesellschaft fiir innere Medizin 
im Januar 1925 (vgl. Bericht im Zentralbl. f. nn. Med. 1925) mitgeteilt. 

2 Grafe, Reinwein und Singer, diese Zeitschr. 165, 102, 1925. 

3 Terroine und Schaefer, Arch. int. de phys. 24, H. 4, 1925. 

' O. Warburg, diese Zeitschr. 152, 300, 1924. 

®° O. Meyerhoj, ebendaselbst 157, 459, 1925. 
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wissen wir aber, da8B Ammoniak in fast allen Organen entsteht. Die Zer 


legung des EiweiBmolekiils — vorerst gleichgiiltig, ob es sich um eine 
Zerlegung hoher oder niedriger Eiwei8molekiile handelt, gemessen an der 
Ammoniakausscheidung — ist abhangig einmal von der Sauerstoff 


versorgung, andererseits von der Zusammensetzung der umgebende: 
Nahrfliissigkeit# der Gewebe. So konnte Warburg! in seinen bekannten 
Untersuchungen zeigen, daB, wie unter anaeroben Bedingungen die Glyk: 

lyse zunimmt, eine Suspension in N-Atmosphdare die Zerlegung der Eiwei 

bausteine hemmt. Andererseits zeigte Meyerhof*, daB eine Zugahe vor 
Milchséure die NH,-Bildung vermindert, d. h. das Gewebe bedient sic! 
genau so wie der Gesamtorganismus zuerst der Substanzen, die eine gréBer 
potentielle Energie liefern. Durch die Zerlegung der EiweiBe schafft sic! 
der Organismus, ganz abgesehen von der energetischen Seite des Stoff 


wechsels, ja wichtige Médglichkeiten, um notwendige Regulationen aus 
fiihren zu kénnen. Wieweit diese in dem Betriebe der Zellen selbst not 
wendig sind, wissen wir noch nicht. 

Bei den Untersuchungen am Gesamtorganismus machen wir uns 
seit langem eine Vorstellung iiber das gebrauchte EiweiB durch dic 
Bestimmung des Stickstoffs im Harn und im Kot. Eine einfache 
Ammoniakbestimmung wiirde uns ja hier nichts tiber die wirkliche 
GréBe der Eiweibzersetzung aussagen, da die Verbrennung dieses 
Kérpers nur zum kleinsten Teile bis zum Ammoniak fortschreitet, ein 
anderer Teil wieder gekoppelt zum Aufbau verwandt, der gréBte Teil 
aber als Harnstoff ausgeschieden wird. Wollte man nun aber nach 
derselben Methode in der Suspensionsfliissigkeit des atmenden Gewebes 
nach Veraschung wie bei der Bestimmung des N im Harn verfahren, 
so wiirde man auch den Stickstoff des nicht verbrauchten Eiweibes 
mitbestimmen. Es bestande nur die Méglichkeit der Bestimmung des 
abiureten Stickstoffs. Auch in diesem Falle wiirden eine ganze Reihe 
leicht diffundierende EiweiBabbauprodukte wie die Aminosauren und 
Dipeptide mitbestimmt werden, die ja wahrend des Versuches sicherlich 
in die umgebende Nahrfliissigkeit treten. Wir wiirden dann mit Sicher- 
heit fiir die EiweiBzersetzung einen viel zu hohen Wert erhalten. Wir 
entschlossen uns daher, in der Suspensionsfliissigkeit nur Ammoniak- 
bestimmungen zu machen. Auf diese Weise wird wahrscheinlich der 
Quotient der Eiweibzersetzung zu gering befunden werden, aber der 
gleiche Fehler kehrt bei allen Versuchsreihen wieder, und nur um 
Vergleiche soll es sich in dieser Arbeit im wesentlichen handeln. Wichtig 
ist, daB nach den Untersuchungen von Popoviziu und Gyérgy® das 
Ammoniak praktisch véllig aus dem Gewebe in die Nahrfliissigkeit 
diffundiert, so da8 Ammoniakbestimmungen in den Geweben sich 
eriibrigen. 


' O. Warburg, 1. ¢. 
2? O. Meyerhof, 1. c. 
® Popoviziu und Gyérgy, diese Zeitschr. 170, 395, 1926; 173, 334, 1926 
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Die Versuchstechnik gestaltete sich im einzelnen folgendermaBen: 


Der gréBte Wert muBte darauf gelegt werden, daB die Gewebsschnitte 
bald nach der Tétung des Versuchstieres in das Milieu kamen, in dem 
fir eine bestmégliche Sauerstoffkonzentration gesorgt war. Bei den Unter- 
suchungen wurden die Organstiicke von Rinderlebern aus dem Schlachthof 
bezogen. Hier verging allein durch die Uberfiihrung der Organe in das 
Laboratorium eine gewisse Zeit. Das nach der Tétung des Rindes aus der 
Bauchhéhle entnommene, mdglichst kleine Leberstiickchen wurde sofort in 
eine mit einer Ringerlésung von 39° gefiillte Thermosflasche geworfen. Die 
Ringerfliissigkeit wurde vorher mit Sauerstoff durch langeres Einleiten von 
Sauerstoff in die Flasche gesittigt und mit O, tiberschichtet. Das Schneiden 
der Gewebe erfolgte stets mit einem Doppelmesser, das leichter als das ein- 
fache Rasiermesser zu handhaben ist und auBerdem nach den Erfahrungen in 
unserem Laboratorium die Schnitte weniger schadigt. Die Schnitte wurden 
lann in dem Warburgschen Kastchen suspendiert. Die Anzahl der Schnitte 
wurde so gewahit, daB ungefahr nach dem Trocknen ein Gewicht von 
16 mg Trockensubstanz blieb. In dem Kastchen fand sich eine den Gewebs- 
stiicken isotone Fliissigkeit, die genau nach den Originalvorschriften von 
Warburg hergestellt wurde. Es handelte sich um eine Stammifliissigkeit, 
die in 100 cem isotoner Kochsalzlésung je 2cem Kalium- und Kalium- 
-hloridlésung enthielt. Zur Pufferung wurden noch 10 cem isotoner Natrium- 
bicarbonatlésung zugefiigt. Um eine Fallung des Calciumcarbonats zu 
verhindern, wurde vor dem Zusetzen der Pufferlésung so lange Kohlensaure 
in diese geleitet, bis die Fliissigkeit gegen Phenolphthalein schwach sauer 
war. Die zu den Versuchen bestimmte Fliissigkeit wurde kurz vor den 
Versuchen mit so viel Traubenzucker versetzt, da eine 0,1 °,ige Trauben- 
zuckerlésung resultierte. Es wurde dann kurz aufgekocht und durch Ein- 
leiten von Sauerstoff mit diesem Gase gesittigt. In die GefiBe kamen, 
mit der Pipette gemessen, stets 6ccem der Nahrfliissigkeit. Die Atmungs- 
trége waren mit den Warburgschen Manometern verbunden. Das Wasserbad 
hatte eine Temperatur von 37,5 bis 38°. Durch eine entsprechende Ein- 
richtung wurden die Manometer mit den an sie angeschlossenen Atmungs- 
trégen so hin und her bewegt, daB eine geniigende Sauerstoffsdittigung 
vorlag, andererseits aber die Schnitte nicht durch zu schnelle Bewegungen 
zertrimmert wurden. Als Zeichen der Intaktheit der Gewebe wurde der 
gleichmaBige Sauerstoffverbrauch benutzt, gemessen an der Abnahme 
der Druckdifferenz der Manometer. Genau nach einer Stunde wurden 
die Gewebsstiicke herausgenommen, gut mit ammoniakfreiem Wasser 
abgespiilt und dann zur Ermittlung des Trockengewichts 5 Stunden in 
vorher gewogenen Glaschen in einen Trockenschrank von 100° gesetzt. 
Die Suspensionsfliissigkeit wurde zusammen mit der  Spiilfliissigkeit 
quantitativ in ein gréBeres Zentrifugenglas iiberfiihrt. Um eine Ab- 
sorption und Mitfallung des Ammoniaks zu verhindern, wurde nach cet 
Originalvorschrift von Warburg so lange HCl hinzugesetz:, bis die Reaktion 
kongosauer war. Es geniigten meist 3 Tropfen. Die Fallung des EiweiBes 
erfolgte durch Zugabe von 3 Tropfen einer 10°, igen Natriumwolframat- 
lésung. Es wurde dann, nachdem die Zentrifugenglischen durch einen 
kleinen Wattepfropfen geschlossen waren, zur Absetzung des Niederschlags 
in einer hochtourigen Zentrifuge 10 Minuten ausgeschleudert. Die iiber- 
stehende, stets klare Fliissigkeit wurde nun in einen Folinschen Kolben 
gebracht und hier zur Vermeidung des Schaiumens mit 2 Tropfen Paraffinum 
liquidum versetzt. 2 ccm einer 10°%,igen Natriumearbonatlésung geniigten, 
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um die Reaktion schwach alkalisch zu machen. Vor dem Zufiigen des 
Carbonats war der erste Folinsche Kolben schon mit einem zweiten ver 
bunden, der als Vorlage diente und deshalb zur Bindung des hindurch 
zutreibenden Ammoniaks 5 Tropfen n Salzséure in 5cem destillierten 
ammoniakfreien Wassers enthielt. Nach der Alkalisierung wurde das 
GefaB schnell geschlossen und mittels einer Wasserstrahlpumpe ein Luft 
strom hindurchgesaugt. Beide Folinsche Kolben, sowohl das Reaktions 
gefiB wie das AuffanggefaB, waren gegen das Eindringen von Ammoniak 
aus der umgebenden Luft durch Vorschaltung von zwei Waschflaschen, 
die iiber die Halfte mit etwa 50°, iger Schwefelséure gefiillt waren, ge 
sichert. Der Luftstrom wurde so reguliert, da8 in der Minute durch dis 
Waschflaschen drei bis vier Luftblasen traten. Die Kolben enthielten 
alle gut schlieBende Schliffe. Die Verbindung der Flaschen selbst geschah 
durch Druckschlauch, so daB Glas auf Glas stie}. Um schneller arbeiten 
zu kénnen, nicht zum mindesten aber, damit in der nicht gleich zu unter 
suchenden Fliissigkeit kein Ammoniak in der Zwischenzeit eindringen 
kénnte, wurden fiir Doppelversuche mindestens zwei der eben beschriebenen 
Apparaturen verwandt. Wahrend die Gewebsstiicke noch im Thermo. 
staten geschiittelt wurden, wurde in jeder Apparatur der sogenannt« 
Blindfehler festgestellt. Die Durchliiftung dauerte immer eine halbe Stunde. 
Wahrend dieser Zeit wird praktisch alles Ammoniak iibergetrieben, ohne 
daB es nétig gewesen wire, den Reaktionskolben in ein Bad von héherer 
Temperatur zu tun. Die Ammoniakbestimmung erfolgte, weil es sich 
doch nur um ganz geringe Mengen handelte, kolorimetrisch mittels des 
Nesslerschen Reagens (Kahlbaum), das sich bei entsprechender Auf- 
bewahrung lange gebrauchsfahig hielt. Die Vorlage wurde in einem Mab- 
zylinder quantitativ iiberspiilt, 8Tropfen des Mercurijodids zugesetzt und 
bis zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. In einen MaSzylinder 
kam destilliertes, mit 5 Tropfen n Salzséure angeséiuertes Wasser, dem 
ebenfalls 8 Tropfen des Reagens zugesetzt waren. In dieses zweite Gefili 
wurde dann so lange von einer '/s9, Ammoniumchloridlésung zugefiigt, 
bis Farbengleichheit bestand. Von dem so ermittelten Ammoniakwert 
wurde die Menge des Blindwertes abgezogen. 
Die Tabellen T und IT zeigen unsere Ergebnisse. 


Tabelle L bringt die Werte bei Maus bis zum Menschen, Tabelle II 
diejenigen bei den groBen Schlachttieren Kuh und Ochs. Es handelte 
sich stets nur um Leberuntersuchungen; stets wurden Doppelbestim- 
mungen vorgenommen, die bei kleinen Gewichten oft erhebliche Schwan- 
kungen zeichneten. Nur die Mittelwerte wurden den Berechnungen 
zugrunde gelegt. 

Die Gliederungen der Tabellen sind die gleichen, sie ergeben sich 
aus den Uberschriften von selbst. Stab 8 bringt die pro 24 Stunden 
und Gesamttier auf Grund der NH,-Bildung im Gewebe gebildeten 
Gesamtmenge von N. Es handelt sich dabei natiirlich um gewaltige 
Multiplikationen, die aber notwendig waren, um die im tiberlebenden 
Gewebe gebildeten NH,-Werte mit den vom lebenden Tiere aus- 
geschiedenen Mengen N miteinander vergleichen zu kénnen. Da in 
vielen Fallen, vor allem bei den groBen Tieren (Kuh, Ochs) die tat- 
sichlichen Kérpergewichte des untersuchten Tieres vielfach nicht 
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Gewebsatmung. V 9 


ekannt waren, mubten Durchschnittswerte in Rechnung § gestellt 
verden. Erst recht muBte das fiir die Angaben in Stab 12 geschehen 
Die N-Ausscheidung eines Tieres im Harn am zweiten Hungertag, an 
lem die Untersuchungen meist vorgenommen wurden, ist eine so 
variable GréBe, die von so viel Faktoren abhangt, dab nur Durch. 
schnittswerte, entsprechend dem jeweiligen Gewicht, angefiihrt werden 
konnten. Fiir Maus und Katze konnten wir selbst dafiir keine ge- 
niigenden Grundlagen gewinnen, so daB Fragezeichen eingesetzt werden 
muBten. Durch alle diese Unsicherheiten miissen notgedrungen die 
Berechnungen leiden, so daB den Zahlen der Stabe 8 bis 13 nur approxi 
mativer Wert zukommen kann. Die Angaben fiir den Ochsen (Stab 12) 
sind dem Werke von Kellner! entnommen. 

Da die Gewebsatmung nicht in jedem Falle gesondert bestimmt 
wurde, wurde da, wo dies nicht geschah, der Durchschnittswert der 
Leberatmung nach den Tabellen von Grafe, Reinwein und NSinger* 
in Rechnung gestellt. 

Trotz aller dieser leider nicht zu vermeidenden Unsicherheiten der 
Bestimmungen und Berechnungen, die vielleicht Fehler bis HO”, 
und dariiber in sich tragen, ist doch fiir die entscheidende Frage. 
wie sich der EiweiBumsatz bei der Gewebsatmung und im Vergleich 
zu dem EiweiBumsatz im lebenden Organismus verhilt, im Prinzip 
eine klare Antwort méglich. Zundchst ist die Feststellung von Wichtig- 
keit, dag die direkt bestimmten Mengen N pro Gramm und Stunde 
(Stab 7) in verhdltnismapBig engen Grenzen schwanken. In einzelnen 
Fallen ist nicht einmal zwischen Maus, Mensch und Ochs ein nennens- 
werter Unterschied. obwohl die Gewichte sich wie 20g zu 600 kg ver- 
halten und die Maus im Leben einen 33,3 fach intensiveren Stoff- 
wechsel wie der Ochse hat. Es ergibt sich damit prinzipiell das 
gleiche Resultat, wie es “rafe und seine Mitarbeiter? fiir den O,- 
Verbrauch festgestellt haben. Die N H,- Bildung des iiberlebenden Ge- 
webes ist also weitgehend unabhingig von Gripe, Tierart und Intensitdt 
des Umsatzes im Leben. Im ganzen zeigt sich nun, daB beim Ochsen 
in einzelnen Versuchen etwas héhere Zahlen gewonnen wurden. 

Des weiteren interessieren vor allem zwei Fragen, einmal, in welchem 
MaBe beteiligt sich bei der Gewebsatmung das Eiweil am Gesamt- 
stoffwechsel, und zweitens, wie verhalt sich der Eiweifumsatz des 
iiberlebenden Gewebes zu dem des lebendigen Gesamttieres. 

Die erste Frage wird durch die Zahlen in Stab 11, die zweite durch 
diejenigen in Stab 13 beantwortet. Wahrend bis hinauf zum Hunde 
keine sicheren Unterschiede zwischen EiweiBumsatz im lebenden und 


1 Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutztiere. Terlin, 
Parey, 1920. 
* Grafe, Reinwein und Singer, |. c. 
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iiberlebenden Gewebe vorhanden sind, ist der GewebseiweiBumsat 
bei den groBen Saugetieren bis maximal 17fach gréBer als im Leben 

In Tabelle 1 (Stab 11) betragt die Beteiligung des EiweiBes a 
Gewebsgaswechsel etwa 6°, in Tabelle Il 17,1°,. Diese Differenze: 
zwischen den groben und kleinen Tieren sind verstindlich, da ck 
Hunger am zweiten Tage den N-Umsatz bei kleinen Tieren ganz ande1 
beeinfluBt wie bei groBen. In beiden Fallen handelt es sich um Prozent 
zahlen, die auch im Hungerzustande des lebenden Tieres gefunde 
werden. 

Diese Tatsache, daB bei der Gewebsatmung die Beteiligung de- 
Kiweibes an den Oxydationen annihernd die gleiche ist wie im lebenden 
Organismus, beweist, dab die Relation EiweiBbkalorien zu Gesamt 
kalorien nicht abhangig ist von irgendwelchen Regulationsmechanismen 
etwa dem Nervensystem (Freund und (rafe), sondern eine elementar 
Kigenschaft des Gewebes selbst ist. Dagegen sind die absoluten Wert: 
des EiweiBumsatzes im tiberlebenden Gewebe anscheinend von den 
gleichen Regulationsfaktoren abhangig wie dessen Atmung. 




















Uber die Léslichkeitsbeeinflussung 
jschwerlislicher Kalksalze durch EiweiGkoérper und iiber 
Kohlensiureverbindungen der Proteine. 


Von 
Wolfgang Pauli und Theodor Stenzinger. 


Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien 
(Eingegangen am 30. Oktober 1928.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die Frage der Salzeiweibbeziehungen hat wegen ihres biologischen 
nicht minder aber auch wegen ihres allgemeinen chemischen Interesses 
sehr friih die Aufmerksamkeit der Forscher auf sich gezogen. Die 
Reaktion der Schwermetallsalze mit den Proteinen war schon von 
den alteren Eiweibforschern in der Mitte des vorigen Jahrhunderts 
als eine chemische Verbindung angesehen worden, eine Auffassung, 
die vor allem in deren mehr oder minder irreversiblen Natur ihre Stiitze 
fand. Da8’& auch die Neutralsalze der Alkali- und Erdalkalimetalle in 
relativ niedrigen Konzentrationen (etwa 107? mol.) sehr merkliche 
Zustandsinderungen gereinigter EiweiBkérper, z. B. Anderungen der 
Viskositat oder der Hitzegerinnbarkeit, bewirken, war schon vor Jahren 
von Pauli! beobachtet und auf das Bestehen echter Salzeiweifverbin- 
dungen bezogen worden, die jedoch in diesem Falle mit der Verdiinnung 
reversibel sind. Fiir diese Auffassung sind spater die Ergebnisse potentio- 
metrischer Cl-Messungen in Alkalichlorid-EiweiBmischungen (Pauli und 
Th. Oryng*), sowie Ag-Aktivitaétsmessungen in den gleich Alkalisalzen 
véllig reversiblen Ag N O,-Glutinmischungen (Pauli und J. Matula*) 
ins Treffen gefiihrt worden, welche fiir eine aquivalente Aufnahme 
von kleinen Mengen Kation und Anion 1] —1lwertiger neutraler Elektro 
lyte sprachen. Diese Untersuchungen haben in jiingster Zeit durch cic 
Einfiihrung einer geeigneten Ultrafiltratanalyse von Bechhold* und 


1 Pauli, Pfliwers Arch. 78, 315, 1899; Pauli und H. Handovsky, 
Hofmeisters Beitr. 11, 415, 1908. 

2 Diese Zeitschr. 70, 368, 1915. 

8 Ebendaselbst 80, 187, 1917. 

* Diese Zeitschr. 199, 451, 459, 468, 1928. 
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seinen Mitarbeitern EF. Heymann, H. Schorn, F.Oppenheimer auf un 
abhangigen Wegen eine wichtige Erweiterung und Bestatigung erfahren 

Im Jahre 1909 haben dann Pauli und M. Samec', geleitet von der 
Annahme echter Salzeiweibverbindungen. gezeigt, daB die Léslichkeit 
schwerléslicher Ca-Salze, des Sulfats, Phosphats und Carbonats, deren 
lonen im Organismus zu den Orten der physiologischen oder pathologi 
schen Verkalkungsprozesse transportiert werden miissen, durch die 
mittels Dialyse weitgehend gereinigten SerumeiweiBkérper und Glutin 
eine erhebliche Steigerung (bis zu mehreren 100°.) erfahren kann 
welche beim Abbau der EiweiBkérper zu Peptonen wieder sehr stark 
abfallt. Wahrend die Frage des Zustandes des Calciums im Serum 
also unter auBerordentlich komplizierten Gleichgewichtsbedingungen 
in den folgenden Jahren eine vielfaltige Bearbeitung? erfuhr, ohne 
jedoch zum AbschluB gebracht zu sein, haben die Beziehungen der 
reinen Eiweibkérper mit den schwerléslichen Ca-Salzen keine ent 
sprechend weitergefiihrte Durchforschung erfahren. Die Fortschritte 
die in den letzten Jahren dank der hochgetriebenen Reinigung der 
EiweiBlésungen auch in der Erkenntnis ihrer physikalisch-chemischen 
Konstitution am Institut gemacht wurden, lieben es aussichtsreich 
erscheinen, die Léslichkeitsbeeinflussung einiger schwerléslicher Ca-Salze 
durch physikalisch-chemisch gut gekennzeichnete, aber untereinander 
differierende Proteine des Blutes, das Albumin, die wasserlisliche 
Form des Globulins und das Hamoglobin neuerlich zu studieren, in 
der Hoffnung, damit zugleich auch Aufklérungen iiber die Natur 
und Konstitution der noch immer sehr umstrittenen Neutralsalz- 
EiweiBverbindungen zu gewinnen. Die sich aus den Versuchen 
ergebenden Beziehungen zur Frage nach der Natur der Kohlensaure- 
verbindungen der Eiweibkérper und nach der Existenz einer besonderen 
Klasse derselben der Proteine als Carbaminate sind in einem 
besonderen SchluBkapitel behandelt. 


I. Methodik. 
A. Herstellung der gesdttigten Lésungen. 

Behufs Bestimmung der Léslichkeit wurde doppelt und dann im 
Vakuum destilliertes Wasser von der _ spezifischen Leitfahigkeit 
k= 7.1077 rez. Ohm, das praktisch CO,-frei war, bzw. EiweiBlésung 
mit einem UberschuB des betreffenden Salzes geschiittelt. 


Zu diesem Zwecke wurden Erlenmeyerkélbchen aus Jenaer Glas, 
die durch eingeriebene Glasstopfen und dariibergezogene Gummikappen 


! Diese Zeitschr. 17, 235, 1909; vel. Pauli, Wiener med. Wochenschr. 
1910, Nr. 39. 

2 Literatur bei H. Kleinmann, diese Zeitschr. 196, 98, 1928, drei Mit- 
teilungen. 
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wefaltig verschlossen waren, mit einfachen, aus dickem Messingdraht 
ebogenen Haltern an einer horizontalen, in einem Thermostaten rotieren 
len Welle befestigt. Um geniigende Mengen an gesattigter Lésung fiir die 
malytischen und iibrigen Bestimmungen zu gewinnen speziell in Fallen 
veringer Léslichkeit, wie bei CaCO, —-, wurden immer zugleich zwei Kélbchen 
su je 100cem an der Welle befestigt. Die Verwendung gréBerer oder von 
nehr Kélbchen war bei der gegebenen Apparatur nicht médglich. Der 
elektrisch auf 25° geheizte Thermostat wurde auf + 0,01° konstant reguliert. 
\lle Bestimmungen sind bei dieser Temperatur ausgefilhrt. 


Nach sechsstiindigem Rotieren waren die Lésungen bereits ge- 
sattigt, wie aus folgenden mit CaSO, in destilliertem Wasser aus- 
gefiihrten Messungen hervorgeht. Nach 6 Stunden betrug die Leit- 
fahigkeit der Lésung k = 2,221 .10-%rez.Ohm und nach weiteren 
8 Stunden k = 2,222.10-%rez.Ohm. Da aber bei allen folgenden 
Versuchen immer iiber Nacht und mindestens 12 Stunden geschiittelt 
wurde, war jedenfalls stets die Sattigung erreicht. Als weiterer Beweis 
hierfiir wurde noch folgender Vorversuch angestellt. Destilliertes Wasser 
wurde mit CaSO, durch zehnstiindiges Schiitteln bei 28° gesattigt, dann 
auf 25° abgekiihlt und bei dieser Temperatur noch 4 Stunden weiter 
geschiittelt, sodaB das iiberschiissige Salz wieder ausfiel. Die spezifische 
Leitfahigkeit war wiederum dieselbe, naimlich 2,221 . 107-%, woraus 
folgt, daB diese Leitfahigkeit wirklich der einer bei 25° gesattigten 
Lisung entspricht und andererseits sechsstiindiges Schiitteln zur 
Sattigung ausreicht. 

Nach geniigendem Schiitteln wurden die beiden Kélbchen ungefahr 
|, Stunde im Thermostaten stehengelassen, so dab das ungeléste Salz 
sich absetzen konnte. Da die Léslichkeit erstens von der Temperatur 
abhangig ist und zweitens unter Umstanden die Kohlensaiure der Luft 
einen schadlichen EinfluB auf Léslichkeit und Leitfahigkeit haben 
kénnte (z. B. bei CaC O,). war es nétig, unter Beriicksichtigung dieser 
Momente die gesattigten Lésungen vom iiberschiissigen Salz unter 
genauer Einhaltung der Temperatur von 25° und unter Luftabschlub 
abzufiltrieren. Zu diesem Zwecke wurde folgende Apparatur konstruiert. 

Das Kélbchen mit der gesattigten Lésung wurde fiir einen Augenblick 
aus dem Thermostaten genommen und nach Entfernung von Gummi 
kappe und Glasstopfen an der griindlich gereinigten und getrockneten 
Apparatur (Abb. 1) beim Schliff a befestigt. Hierauf wurde das Ganze 
in den Thermostaten versenkt und durch Bleigewichte unter Wasser 


gehalten. Wenn nach ungefahr einer Viertelstunde iiberall Temperatur- 


ausgleich eingetreten war, wurde bei 6 an die Saugpumpe angeschlossen 
und gelinde evakuiert. Durch das bis auf den Boden des Kélbchens reichende 
Rohr c wurde die Lésung iiber das Filter d in das SammelgefaB ¢ gesaugt. 
Um einen Verlust an Lésungsmittel durch Verdampfen von Wasser im 
Vakuum zu verhindern, wurde Hahn / nach kurzem Evakuieren geschlossen, 
sodaB die Fliissigkeit bis zum Ausgleich des Luftdruckes in die Sammel- 
flasche gedriickt wurde. Die hierbei nachstrémende Luft wurde vorher 
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durch Natronkalk von CO, befreit. Dieses Evakuieren und Nachstrémen 
lassen wurde einigemal wiederholt, bis der Inhalt des ersten Kélbche: 
filtriert war. Hierauf wurde die ganze Apparatur wieder fiir einen Augen 
blick aus dem Thermostaten genommen, um das erste Kélbchen abzunehme) 
und das zweite, das ebenso genau auf den Schliff a paBte, nach Entfernuny 
seines Verschlusses anzusetzen. Sein Inhalt wurde dann auf die gleich: 
Weise filtriert. Selbstverstandlich war bei dem Herausnehmen der Appa 
ratur und dem Austausch der Kélbchen peinlichst darauf zu achten, da 
nicht Thermostatenwasser in die Apparatur gelangte. Nach beendets 




















Abb. 1 


Filtration wurde das Ganze herausgehoben, die Sammelflasche von dem 
iibrigen Teil abgenommen und aus ihr direkt Einwagen gemacht. Die- 
ist genauer als Einpipettieren, zumal eine bei 25° geeichte und gehalten: 
Pipette dazu nétig wire. Bei ungefaihr 20 g Einwage laiBt sich ohne weiteres 
eine Genauigkeit von 0,1°%, durch rasches Wagen auf einer geniigend 
empfindlichen Waage und Abschatzen der hundertstel Gramme aus de 
Schwingung erzielen. Eine Umrechnung der Einwagen in Kubikzentimete: 
wire nur bei bekanntem spezifischen Gewicht der Lésungen médglich, 
daher beziehen sich alle Léslichkeitsangaben auf Gramme in 100 g¢ Lésung. 

Bei d war, wie oben erwahnt, ein Filter eingelegt. das vorher mit 
destilliertem Wasser griindlich gewaschen und dann getrocknet worden 
war. Als Filtersubstanz wurde ein Stiick eines .,Blauband“-Filters von 
Schleicher und Schiill verwendet, da dieses feinkérnige Niederschlage, 
wie etwa CaCO, usw., quantitativ zuriickhalt. Auf diese Weise gelang 
es fast immer klare Filtrate zu erzielen. 


B. Analysen. 


Anfangliche Versuche, die geléste Menge des Salzes durch blobes 
Eindampfen und Gliihen eines aliquoten Teiles der Loésung zu _ be- 
stimmen, wurden wegen der viel zu geringen Genauigkeit aufgegeben. 
Letzteres gilt besonders in Fallen, wo die Léslichkeit fiir Kation und 
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Anion nicht dieselbe ist, wie z. B. bei Ca,P,O,. Deshalb wurden beide 
getrennt analysiert unter Anwendung von Methoden, bei denen das 
zu bestimmende Ion einen méglichst kleinen Teil des zur Wagung 
gelangenden Gesamtniederschlags ausmacht. Da die analytische Wage 
auBerordentlich genau und empfindlich war — ein Viertel eines !) 999 g 
lie8 sich noch aus der Schwingung gut abschitzen, so daB die Genauig 
keit bei z. B. 0.0250 g¢ noch 0,1°,, betrug —, konnten ohne weiteres 
makroanalytische Methoden verwendet werden. 


So wurde das Calcium stets als Ca(COO),.1H,O gefallt, bei 105° 
getrocknet und nach der Angabe von Goy' auch als solches gewogen. Bei 
genauer Einhaltung der Vorschriften lieBen sich sehr gute Resultate er- 
zielen. 

Das Sulfation wurde wie gewéhnlich als BaSO, bestimmt, wobei 
auBer den von Treadwell* angegebenen Vorschriften, wie die Anwesenheit 
von mdéglichst wenig Ammonsalzen, geniigende Verdiinnung und richtige 
Saéurekonzentration bei der Fallung, sich noch die Entfernung des Ca 
vor der Sulfatfallung als notwendig erwies. Die Anwesenheit von gréBeren 
Mengen desselben stért naimlich die Sulfatanalyse, da man zu hohe Werte 
infolge Okklusion von Ca-Salz durch BaSO, findet. So fanden wir bei 
entsprechenden Kontrollversuchen z.B. 0,1553g 80O,/100¢g | statt 
0.1478 g/100¢. AuBerdem war noch die Methode der Entfernung des Ca 
nicht ohne Einflu8 auf die SO,-Bestimmung. Wenn man es als Oxalat 
entfernt, findet man falsche Werte (0,1680¢/100g¢ und 0,0952 2/100 ¢ 
statt 0,1478¢/100¢). Hingegen 14Bt sich das Ca ohne Einflu8 auf die 
Sulfatanalyse als Carbonat entfernen. 

Bei den Léslichkeitsversuchen mit CaCO, wurde von einer CO,,- 
Bestimmung abgesehen und das Carbonat aus dem in Lésung gegangenen 
Ca berechnet. 

Die Phosphorsdure wurde nach Woy* bestimmt, und zwar als 
P,O,24Mo0,. Der durch Fallung der Phosphorsdéure in salpetersaurer 
Lésung mit Ammonmolybdat erhaltene gelbe Niederschlag wurde im 
elektrischen Ofen bei 560 bis 570° jene Temperatur, bei der laut Vor- 
schrift ein Nickelstiick schwach gliiht —— evhitzt, bis der Niederschlag 
gleichmaBig blauschwarz gefarbt und Gewichtskonstanz erreicht war, was 
nach 15 bis 20 Minuten der Fall ist. Da die Menge P,O,; nur etwa 4%, 
des gesamten Niederschlags ausmacht, war die Genauigkeit bei verhaltnis- 
maBig kleinen Phosphorsiuremengen eine sehr hohe. DemgemaS war 
die Ubereinstimmung bei Parallelbestimmungen 0,1 bis 0,3. 

Das tertiire Calciumphosphat ist, wie Rindell* gezeigt hat, schon 
bei niedriger Temperatur hydrolysiert und das hydrolytische Gleich- 
gewicht ist stark von der Temperatur abhingig. Daher war es nétig, die 
Temperatur von 25° bis zur Einwage genau einzuhalten, was immerhin 
mit einigen Schwierigkeiten verbunden war. Es mute deshalb eine ganze 
Reihe von kontrollierenden Analysen und Leitfaihigkeitsmessungen aus 
gefiihrt werden, bis iibereinstimmende Resultate erzielt werden konnten. 





1 S.Goy, Chem.-Ztg. IT, 8. 1337, 1913; L. W. Winkler, Zeitschr. f. t 
angew. Chem. 31 (1), 80, 83, 1918. 

2 F. P. Treadwell, Lehrbuch d. analyt. Chem. 2, 396ff. (11. Aufl.) 

* Woy, Chem.-Ztg. 21, 442, 469, 1897. 

* Rindell, Akad. Abhandl. Helsingfors 1899. 
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Vor der Bestimmung des Calciums ist natiirlich die Phosphorsiure mit 
Ammonmolybdat zu entfernen, da sonst in ammoniakalischer Lésung 
Calciumphosphat ausfaillt. Das salpetersaure Filtrat wurde miédglichst 
weit eingedampft, wobei meist Molybdansdéure ausfiel. Diese léste sic! 
aber glatt, wenn die Fliissigkeit ammoniakalisch gemacht und erwarmt 
wurde. Nach Verdiinnung mit Wasser wurde das Ca mit Ammonoxalat 
yefalit. Der Niederschlag muBte wegen der vielen Ammonsalze griindlic! 
gewaschen werden. Da sich in 20 ccm der gesattigten wasserigen Lésung 
die ungefahr fiir eine Bestimmung verwendet wurden, 0,00276g¢ P,O 
befinden, was 0,0690 g¢ P,O, 24 MoO, ergibt, aber nur 0,0012 g CaO, ent 
sprechend einer Auswage von 0,0031 ¢ Ca(COO), 1 H,O, so muBten dir 
Filtrate von neun bis zehn Phosphorsdéureanalysen vereinigt werden, un 
fiir eine Ca-Bestimmung die ausreichende Genauigkeit zu erzielen. 

So gelang es zwar, nach einer Reihe von Analysen die Wasserléslichkeit 
des Caleiumphosphats zu bestimmen, die Bestimmung der Léslichkeit 
im EjiweiB scheiterte aber schon bei dem zuerst untersuchten Serum 
albumin. Wohl war es méglich, noch annadhernd iibereinstimmende Wert« 
fiir CaO zu erreichen, die P,O,-Bestimmungen differierten aber aus noch 
nicht aufgeklarten Griinden bei den Wiederholungen sehr stark. Paralle! 
bestimmungen von ein und derselben gesattigten Portion stimmten hin- 
gegen sehr gut iiberein, ein Beweis fiir die Verwendbarkeit der analytischen 
Methoden. Von einer Ausdehnung der Untersuchungen auf Calcitumphosphat 
wurde daher Abstand genommen, die wenigen gefundenen Werte aber 
sind bei den spater folgenden Ergebnissen angefiihrt. 


> 


Bei der Analyse der im Eiwei®B gelésten Ca-Salze wurde durchwegs 
folgendermaBen verfahren : 


Die eingewogene gesittigte Lésung, ebenfalls meist etwa 20g, wurde 
mit leem konzentrierter HCl versetzt und mdglichst weit eingedampft, 
um das EiweiB zu zerstéren. Die dabei ausgefallenen Flocken von Abbau- 
produkten lieBen sich gréBtenteils durch Versetzen mit NH,, Verdiinnen 
und Erwirmen in Lésung bringen, der Rest wurde mit dem gefillten 
Caleiumcarbonat bzw. -oxalat abfiltriert. Mit heiBer verdiinnter Salzséure 
léste sich das Calciumoxalat glatt vom Filter und die EjiweifBflocken 
blieben zuriick. Beim nochmaligen Fallen war das Calciumoxalat dann 
vollkommen frei von EiweiB. Bei der Sulfatbestimmung stérten Eiweib- 
flocken nicht, da das BaSO, nach dem Veraschen des Filters mit einem 
Tropfen reinster konzentrierter H, SO, abgeraucht wurde. Bei den Phosphat- 
analysen wurde ganz analog verfahren, nur wurde mit HNO, das Eiweil 
zerstért und aus salpetersaurer Lésung der Phosphormolybdansaure- 
niederschlag mit den EiweiBflocken abfiltriert. Vom Filter wurde de: 
Niederschlag mit heiBem 8°,igen Ammoniak gelést und die Fallung 
wiederholt. 


Vor den eigentlichen Analysen muBte noch eine Reihe von Vor- 
versuchen mit unseren drei EiweiBkérpern gemacht werden. |. Handelte 
es sich darum, ob die EiweiSflocken nicht vielleicht etwas von dem 
gefallten Calciumoxalat zuriickhalten, das sich dann mit Salzsaure 
vom Filter nicht lésen l4Bt und so der Analyse entgeht, 2. ware es 
méglich, daB sich das Ca aus der eiweiBhaltigen Lésung nicht quantitativ 
fallen 1iBt. Zu diesem Zwecke wurde das Calcium nach Zerstorung 
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des EiweiBes mit Ammonoxalat gefallt und filtriert. Das Filtrat ergab 
beim Eindampfen und Gliihen keinen wagbaren Riickstand ; das Calcium 
\aBt sich also quantitativ ausfallen. Das abfiltrierte Oxalat wurde 
nun durch AufgieBen von heiber Salzsaure gelést, mit Wasser nach. 
gewaschen und dann das Filter, auf dem sich nur noch die Eiweib- 
flocken befanden, verascht und gegliht. Aus dem Umstand, daB auch 
diesmal der Riickstand unwiagbar war, ergibt sich die Tatsache, dab 
das Ca von den Eiweibflocken nicht zuriickgehalten wird. 

SchlieBlich war noch zu untersuchen, ob die EiweiBkérper bei der 
Behandlung mit HCl bzw. HNO, nicht Sulfat bzw. Phosphat bilden, 
wodurch dann die betreffenden Ana) enresultate zu hoch ausfallen 
wiirrden. Nun wird beim Serumalbm .1 wohl Phosphorsaure frei, 
aber in so geringen Mengen, daB sie nici:' in Betracht kommt. Hin- 
gegen war Sulfatbildung bei keinem der drei untersuchten Eiweib- 
kérper zu beobachten. 


C. Die iibrigen MeBmethoden. 

Die spezifische Leitfdhigkeit wurde nach der bekannten W heutestone- 
schen Briickenmethode mit der hochempfindlichen Apparatur des 
Instituts bestimmt, die auch z. B. bei Wasser von 107-7 Leitfahigkeit 
ein scharfes Minimum innerhalb | mm der MeBbriicke lieferte. Die 
H-lonenaktivitatsmessung erfolgte nach der Poggendor{sclien Kom- 
pensationsmethode mit einer rotierenden Wasserstoffelektrode von Pauli. 

Zur Bestimmung der Wanderungsrichtung diente ein Pauli-Land- 
steiner scher Uberfiihrungsapparat, der etwa 7 ccm fabte. Die angelegte 
Spannung betrug stets 220 Volt. Bei Lésungen mit verhaltnismabig 
hohen Leitfahigkeiten (2 . 10~* rez. Ohm) wurde nur ', bis 4, Stunden 
iiberfiihrt, da die gewanderte Menge zum eindeutigen Nachweis schon 
ausreichte, und um andererseits etwaige Stérungen durch Elektrolysen- 
produkte zu vermeiden. Sonst betrug die Uberfiihrungsdauer je nach 
der Leitfahigkeit | bis 1! Stunden. Jede Bestimmung wurde mindestens 
einmal wiederholt und zwar unter Vertauschung der beiden Strompole. 
Als Uberschichtungsfliissigkeit diente meist eine KCl-Lésung von 
nahezu der gleichen, nie einer héheren Leitfahigkeit, als die des Sols 
war. Bei den Versuchen mit Eiweii, das mit Ca-Salz gesittigt war 
wurde hingegen eine gesittigte wasserige Lésung desselben Ca-Salzes 
zur Uberschichtung verwendet !. 

Analog wurde bei den Versuchen am Eiweif mit Kohlensaure 
verfahren. Eiweif und destilliertes Wasser wurden fiir diesen Fall 
in Kélbchen durch etwa 15 bis 20 Minuten mit CO, gesittigt, die aus 
einer Bombe entnommen und durch mehrere Waschflaschen mit 


! Diese Uberfiihrungsversuche wurden im 25°-Thermostaten  vor- 


genommen. 
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destilliertem Wasser gewaschen worden war. Das Sol wurde nun 
méglichst rasch in den Uberfiihrungsapparat gefiillt, dann mit den 
ebenfalls mit CQO, gesittigten Wasser iiberschichtet und der ganz« 
Apparat in eine tiefe, ihn tiberragende Glaswanne gestellt, in die wahrend 
der Uberfiihrung stiandig Kohlendioxyd eingeleitet wurde. Infolg: 
seines hohen spezifischen Gewichts fillt es die Wanne vollstandig und 
iiberfliebt deren Rand langsam, so daf sich der ganze Apparat in einer 
reinen CO,-Atmosphare befindet und die Lésungen gesiittigt bleiben 
Zur Kontrolle diente das Verléschen eines brennenden Holzspanes 
am oberen Rande der Wanne. 

Die Versuche mit hochgereinigtem, C O,-freien EiweiB in Stickstofi 
wurden ahnlich durchgefiihrt. Die Glaswanne war in diesem Falle 
oben durch eine Glasplatte verschlossen, durch die nur die Strom- 
zufiithrungen und das Rohr zum Stickstoffeinleiten gingen. Das Eiweil 
war vorher 24 Stunden in der von Pauli und £. Weiss! zu diesem 
Zwecke konstruierten Apparatur in einer N,-Atmosphire elektro- 
dialysiert und hierauf durch eine Hebervorrichtung mittels Stickstoff 
in den Uberfiihrungsapparat gedriickt worden, ohne mit der Luft in 
Beriihrung zu kommen. Uberschichtet wurde mit einer entsprechend 
verdiinnten K Cl-Lésung, die durch Durchleiten von reinem Stickstoff 
von CO, frei gehalten worden war. Durch diese VorsichtsmaBregeln 
konnte die Kohlensiure der Luft fiir den Uberfiihrungsversuch voll- 
stiindig ausgeschaltet werden. 

Nach der Uberfiihrung wurden die beiden Hahne des Apparates 
geschlossen, die Uberschichtungsfliissigkeit iiber ihnen auf beiden 
Seiten bis auf 1 ccm abpipettiert und der EiweiBnachweis mit Tri- 
chloressigsiure (100 g in 100 cem destillierten Wassers) durchgefiihrt 
Nach Pauli und Takeo Ito? liegt die optimale Flockungskonzentration 
bei 0,38 ccm dieser Lésung auf | cem verdiinntes Eiweif; daher wurden 
auch bei unseren Versuchen diese Mengenverhaltnisse stets eingehalten. 

Zur Methodik der verwendeten Alkoholfdllung ist zu bemerken 
daB nicht die durch eine gleiche Alkoholkonzentration geflockte Eiweil 
menge bestimmt wurde, sondern jene Endkonzentration von Alkohol. 
bei der die erste Triibung auftrat. Das Eiwei} wurde immer mit dem 
gleichen Volumen Alkohol wechselnder Konzentration versetzt, so 
daB der EiweiBgehalt bei diesen Versuchen nur die Halfte von dem 
bei den iibrigen betrug (meist also 0,25°,, statt 0,5°,). Diese An- 
ordnung, die die Eiwei8konzentration fiir eine starkere Alkoholflockbar- 
keit (niedrigeren Alkoholgehalt) verdiinnt, fiir eine geringere Flockbar- 
keit erhéht, verkleinert also die Differenzen fiir den Fall einer Hemmung 


1 Pauli und E. Weiss, diese Zeitschr. 208, 103, 1928. 
2 Pauli und T. Ito, erscheint demnachst. 
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ier Alkoholkoagulation, die dann, wie in unserem Falle, um so be- 
weisender sind. 


Bei der Hitzegerinnung wurde ebenfalls nicht die bei einer be- 
stimmten Temperatur geflockte Eiweiimenge, sondern jener Punkt 
ermittelt, bei dem die erste Triibung eintrat. Nun ist dieser nicht 
ganz unabhangig von der Dauer und dem Gang des Erhitzens, und 
zwar tritt die Flockung bei um so niedrigerer Temperatur ein, je langer 
man erhitzt. Um Vergleichswerte zu erhalten — denn um solche handelte 
es sich bei unseren Untersuchungen der Hitzegerinnbarkeit — , wurde 
der Koagulationspunkt immer erst ungefahr ermittelt und dann auf 
folgende Weise scharfer eingestellt: Das Reagenzrohr mit der Eiweil- 
lisung wurde in das Wasserbad getaucht, dessen Temperatur etwa 5° 
unter dem Koagulationspunkt lag, und dieses unter staéndigem Riihren 
langsam erhitzt, so dal} die Temperatur um 1° pro Minute stieg. Durch 
Vergleich mit der nichterwairmten Lésung lieB sich in der Draufsicht 
der Punkt der ersten Triibung genau bestimmen und gut reproduzieren. 


D. Sotherstellung. 


l. Serumalbumin. 

Zu 3 Liter frischem Pferdeserum wurden 1!, Liter kaltgesattigte 
\mmonsulfatlésung gegeben, mit Toluol iiberschichtet und iiber Nacht 
im Ejisschrank stehengelassen. Hierauf wurde durch ein groBes Falten 
filter vom ausgefallten Euglobulin abfiltriert. Das Filtrat wurde nun 
wieder mit 114, Liter Ammonsulfat versetzt, so daB die Lésung halb 
gesittigt war, iiber Nacht stehengelassen und neuerlich filtriert. Das aus- 
gefallene Pseudoglobulin wurde mit halbgesdttigter Ammonsulfatlésung 
gewaschen und, wie unten beschrieben, weiter verarbeitet. Aus der nun 
globulinfreien Lésung wurde durch Zusatz von festem Ammonsulfat bis 
zur volisténdigen Sattigung das Albumin gefallt und nach 12stiindigem 
Stehen abfiltriert. Hierauf wurde das Gemisch von Albumin und Ammon- 
sulfat in mdéglichst wenig Wasser gelést und in mehreren Portionen ver- 
arbeitet, wobei die spateren analog der ersten behandelt wurden- 

In einem Pergamentsack, an dem oben ein Steigrohr dicht befestigt 
war, wurde 6 Tage unter Druck und dann in einem Faltendialysator 20 Tage 
bei taglich zweimaligem Wasserwechsel unter Toluol vordialysiert, bis 
die spezifische Leitfahigkeit k 2,80. 10—* betrug. Dann wurde in einem 
11, Liter fassenden groBben Paulischen Elektrodialysator' unter Vor- 
schaltung von zwei Kohlenfadenlampen mit 220 Volt elektrodialysiert. 
Nach 50 Stunden wurde die obere wasserhelle Schicht, die bei einem 
Trockengehalt von 0,1°, eine spezifische Leitfahigkeit von % = 2,6. 10—-* 
hatte, abpipettiert, das darunterstehende Serum mit einer Leitfahigkeit 
von k 1,45. 10-5 filtriert und in einem mittleren, 300 ccm fassenden 
Apparat bei 220 Volt weiter elektrodialysiert. Nach 4 Tagen war die Leit- 
fahigkeit auf 6,5. 10-° (ohne Wasserkorrektur) gesunken und das Serum- 


1 Solche werden jetzt in handlicher Form mit zwei Mittelzellen zu 
1.5 bzw. 0,75 Liter Inhalt von Fritz Kohler, Leipzig, hergestellt. 
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albumin wurde herausgehebert. Die verschiedenen Portionen wurde 

vereinigt und unter Toluol aufbewahrt. Obwohl die Flasche gedimy 
und gut verschlossen war, stieg die Leitfahigkeit der EiweiBlésu: 

ziemlich rasch an, blieb aber dann konstant. Der Trockengehalt betriy 
3,708°,. Die Verdiinnungen wurden hier wie bei den anderen Eiwei 

lésungen stets mit unserem Leitfahigkeitswasser vorgenommen. 


2. Pseudoglobulin. 


Das durch Halbsattigung des Pferdeserums mit Ammonsulfat gefal|t: 
Pseudoglobin wurde mit halbgesattigter Ammonsulfatlésung gewasche: 
vom Filter entfernt, in einer bestimmten Menge Wasser gelést und wiede: 
durch Halbsaéttigung unter Beriicksichtigung des okkludierten Ammo: 
sulfats gefallt. WHierauf wurde filtriert, gewaschen und in méglichst wenig 
Wasser gelést. Wie beim Serumalbumin wurde erst 4 Tage unter Druck 
im Sack- und dann 35 Tage im Faltendialysator unter Toluol bei taglichem 


Wasserwechsel bis zu einer Leitfahigkeit von k 8. 10—-* vordialysiert. 
Infolge der niedrigen Leitfahigkeit konnte sofort in einem kleinen (300 cen 
fassenden) Apparat elektrodialysiert werden. Unter Vorschaltung von 


Lampen wurde 15 Stunden Strom durchgeschickt, dann die oben ent 
standene Schicht, die beinahe kein Eiwei8 enthielt, abpipettiert, das 
iibrige filtriert und nochmals elektrodialysiert, so da®B die Leitfahigkeit 
unkorrigiert k = 5,4.10—* betrug. Beim Stehen stieg sie ebenfalls an 
Der Trockengehalt war 1,029°,. 


3. Hamoglobin. 


2 Liter frisches Blut wurden iiber Nacht im Eisschrank ohne Toluo! 
absitzen gelassen, die klare Lésung vorsichtig abgegossen und der Riick 
stand mit dem gleichen Volumen physiologischer Kochsalzlésung versetzt 
Nach 24stiindigem Stehen wurde die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen 


und der Blutkérperchenbrei mit méglichst wenig Wasser durch Erwarmung 


auf 30° und Zusatz einiger Tropfen Ather hamolysiert. Die klare rubin- 
rote Lésung wurde sodann iiber Nacht in eine Kaltemischung gestellt, 
bis das Hamoglobin auskristallisiert war. Die Mutterlauge wurde ab 
gegossen und der Kristallbrei mehrmals rasch mit eisgekiihltem Wasser 
abgenutscht, wobei immer etwas Hamoglobin verloren geht. Die ge 
waschenen Kristalle wurden in Wasser gelést und es entstand eine dunke! 
rote Hamoglobinlésung, die bei der spektroskopischen Priifung die Ab 
wesenheit von Methaimoglobin ergab. Nun wurde die Lésung auf etwa 
2°, verdiinnt und in einem 1% Liter fassenden Apparat elektrodialysiert. 
Nach 48 Stunden wurde die obere wasserhelle Schicht abgehoben, das 
darunterstehende Hamoglobin filtriert, wieder verdiinnt und in einem 
300 ccm fassenden Apparat elektrodialysiert. Nach 50 Stunden war die 
Lésung dann klar, die Leitfahigkeit betrug unkorrigiert 3,74. 10-* und 
der Trockengehalt 2,129. Auch hier stieg die Leitfahigkeit beim Stehen an 


It. Wasserléslichkeit und Leitlihickeit der Calciumsalze. 


A. Calciumsuljat. 


Das fiir die Bestimmung der Léslichkeiten und spezifischen Leit- 
fahigkeiten verwendete Praparat war von Merck und trug die Be 
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eichnung ,,Calcium sulphuricum praecip. p. a. Fiir die Wasser- 
\islichkeit ergaben sich nach den friiher beschriebenen Methoden 
folgende Werte: 0,0618, 0,0614, 0,0616, 0.0617, 0.0614, 0.0616 g, d. i. 
m Mittel 0.0616 g Ca in 100 g und 0,1472, 0.1484, 0.1477, 0.1476, 0.1482. 
0.1479, 0,1476 g, d.i. 0.1478 g SO, in 100g im Mittel und zusammen 
0.2094 g CaSO, in 100g. Die Werte von Ca und SO, verhalten sich 
wie die Molekulargewichte, was ein Beweis fiir die Richtigkeit der 
\nalysen ist. Die Differenz gegeniiber den von anderen Autoren an- 
vegebenen Werten! ist auf die Verschiedenheit der untersuchten 
Praparate zuriickzufiihren. 


Die Messungen der spezifischen Leitfahigkeit ergaben den Wert 


k= 2,222.107-%rez.Ohm im Mittel aus folgenden Bestimmungen: 
2,221, 2,221, 2,223, 2,224, 2.220 und 2,221. Mit anderen Angaben 


|ABt sich dieser Wert nicht vergleichen, da k-Bestimmungen nur fiir 18° 
vorliegen*, eine Temperatur, bei der die Léslichkeitsverhiltnisse auch 
andere sind. Die Leitfahigkeit des reinsten destillierten Wassers, das 
fiir unsere Versuche verwendet wurde, ist von obigen Werten schon 
ibgezogen. 


B. Calciumcarbonat. 


Auch dieses Praparat stammte von Merck (,,Calcium carbonicum 
p.a.*). Die fiir die Wasserléslichkeit von anderen Autoren angegebenen 
Werte schwanken ganz betrachtlich*, da unter anderem die aus der 
Luft im Wasser geléste CO, groBe Anderungen hervorruft*. AuBerdem 
hingt die Léslichkeit auch von der Art des CaCO, ab, wie aus den 
verschiedenen Angaben bei Landoldt-Bérnstein erhellt. Unsere Werte, 
die untereinander bis zu 15”, differieren, da ja infolge der geringen 
Lislichkeit die Auswaagen sehr klein waren, sind aber durchwegs 
niedriger als die von den anderen Autoren angegebenen. Wir fanden 
0,001 07, 0,001 12, 0,001 10, 0,001 08, 0,001 20, 0,001 03 g, d. h. im Durch- 
schnitt 0,001 10 g in 100 g. Dieser um etwa 20°, gegen die gewdhnliche 
Angabe niedrigere Wert ist wahrscheinlich auf das von uns verwendete 
besonders reine Leitfahigkeitswasser zuriickzufiihren. 

Fiir die spezifische Leitfaihigkeit fand sich entsprechend der ge- 
ringeren Léslichkeit auch ein kleinerer Wert, als bei anderen Autoren 
angegeben ist®, und zwar 2,56.10-5rez.Ohm im Mittel aus sechs 
Bestimmungen: 2,57, 2,53, 2,58, 2,58, 2,55, 2,53. 


' Landolt-Bérnstein, Physik.-Chem. Tabellen, 8. 644 ff. (5. Aufl.). 

2 F. Kohlrausch, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 197, 1903; 64, 129, 1908. 

3’ Landolt- Bornstein, Physik.-Chem. Tabellen, 8. 641 (5. Aufl.) (Werte 
zwischen 0,9 und 3,5. 10—-* g in 100 g Lésung bei der gleichen Temperatur). 

* Kendall, Phil. Mag. (6) 23, 958, 1912. 

5 F. Kohlrausch, |. c. 


Biochemische Zeitschrift Band 205. 6 
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C. Calciumphosphat. 


Das tertiare Calciumphosphat stammte von Aah/baum (,.Calciun 
phosphat dreibasisch z. A.“‘). Dieses Salz hydrolysiert. wie Rindel/ 
gezeigt hat, schon bei verhaltnismaBig niedriger Temperatur. Er fan: 
fir 30° 0.00036 g CaO und 0,0136g P,O, in 100cem. Altere B 
stimmungen stammen von Warington®, der auch zeigte, dab CO, dic 
Léslichkeit sehr steigert, und von Vélcker®, sie sind jedoch sehr ungena: 
Wir ermittelten durch eine groBe Anzahl von Bestimmungen bei 25' 
Werte von 0,0059 g CaO in 100 g und 0,0138 g P,O,; in 100 g im Mitte! 
Die Einzelbestimmungen waren 0.01388, 0.01378, 0.01380, 0,013 62 
0,013 60, 0,013.58, 0,013.93, 0,013.96 und 0.01390 g¢ P,O; bzw. 0.0058! 
0.00592 und 0,00598 g CaO. 

Die spezifische Leitfahigkeit, tiber die anscheinend bei Ca, P, 0, 
keine Angaben vorliegen, ergab einen Wert von 1.6. 1074 rez. Ohn 


im Mittel fiir unsere Versuchstemperatur 25° C. 


Il. Eiwei®kérper und Caleiumsalze. 


A. Seralbumin. 
l. Calciumsultat. 


Am CaSQ, wurde zunachst der Einflu} der EiweiBkonzentration 
auf die Léslichkeit untersucht. Fiir 1 °,iges Seralbumin ergab sich 
eine Gesamtléslichkeit von 0.2144 g in 100g, und zwar 0.0632 ¢ Ca 

an0 . 
und 0,1512 g SO,. 

Die Einzelbestimmungen waren 0,0632, 0.0631, 0,0632 bzw. 0.1508, 
0,1517, 0,1511, 0,1509 und 0,1515. Die Zunahme der Ca-Léslichkeit betrug 
demnach fiir 1° iges Seralbumin im Mittel 2,5°,, die der SO,-Léslichkeit 
2,.3°.. die der gesamten Léslichkeit 2,4 °,. 

2°. iges Seralbumin steigert die Léslichkeit auf 0.2204 g in 100 ¢ 

Die Ca-Analysen ergaben 0,0646, 0,0648, 0.0648, das sind 0,0648 g in 
Mittel, die Sulfatanalysen 0,155), 0.1561, 0,1556, das sind 0,1556g¢ im 
Mittel. Der Anstieg betrigt fiir 2°,iges Seralbumin also 5,2°, (5,2 bzw 
5,3 2%). 


Die Léslichkeit in 3°,igem Seralbumin wurde nicht bestimmt 


weil die Viskositat der Liésungen die Filtration zum Zwecke der Analyse 


oft sehr behinderte. Da sich dies gelegentlich schon bei 1 °,igem Ser 
albumin stérend geltend machte, wurden alle folgenden Versuche auch 
mit den anderen Eiwei8kérpern nur mit 0,5 °,igen Lésungen ausgefiihrt 

Aus der Erhéhung der Léslichkeit durch 1- und 2°, iges Ser 
albumin laBt sich unter Annahme eines gleichmaBigen Anstiegs dir 


fiir 0.5°,, berechnen. 


t joe. 
® Warington, Journ. chem. Soc. (2) 4, 296, 1866; 11, 983, 1873. 
3 Vélcker, Fortschr. d. Chem. 1862, S. 131. 
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Tabelle I. 





Léslichkeit in g pro 100g 


Lésungsmitte! Anstieg 
Ca SO, CaSO, 
ae 0,0616 0,1478 0,2094 
5%, Seralbumin 0.0624 0.1495 0.2119 1,2 ber 
1 % : 00,0632 0.1512 0.2144 24° get 
39 ‘ 0.0648 0.1556 0.2204 52°, get 


Die spezifische Leitfahigkeit von 05°, Seralbumin mit CaSO, 
war im Mittel 2,151 . 107% rez. Ohm (aus 2,148, 2,154, 2,152), nach 
\bzug der fiir Wasser nicht korrigierten Leitfahigkeit des reinen 
\lbumins k = 8.35 .107%rez.Ohm. Die Abnahme der Leitfahigkeit 
bei Zunahme der Léslichkeit 14Bt sich nur durch Unterschiede in 
der Inaktivierung des CaSO, einerseits und seiner Leitfahigkeits- 
beeinflussung andererseits seitens der Zwitterionen des Albumins oder 
freien positiven und negativen Proteinionen erklaren. Auch bei den 
anderen Eiweibkérpern trat diese Erscheinung auf, die am Schlusse 
zusammenfassend betrachtet wird. 


Die Flockbarkeit des EiweiBes durch Alkohol wird gehemmt; 
wahrend reines, 0.5°,iges Seralbumin (Endkonzentration 0,25 °,) 
durch 16°,, Alkohol geflockt wird, geschieht dies infolge Ca S O,-Zusatz 
erst bei 20°,. Ebenso wird auch die Hitzekoagulation gehemmt. 0.5 °,, 
Seralbumin allein beginnt sich bei 53° zu triiben, mit Calciumsulfat 
erst bei 61°. Es handelt sich hier also um recht ausgiebige Effekte 

Die Wanderungsrichtung bei der Uberfithrung wird durch CaSO, 
nicht geindert, da das reine Seralbumin ausgesprochen anodisch 
wandert und Calciumsulfat dieses Verhalten eher verstirkt (s. unten) 


2. Caleiumearbonat. 
Die Léslichkeit des CaCO, erscheint durch 0,5°,, Seralbumin 
sehr stark erhéht, wenn man die Ca-Analysen zugrunde legt 


Gegen eine Wasserléslichkeit von 00,0011 ¢ CaCO, in 100g ergibt 
die Serumléslichkeit von 0,0138g¢ CaCO, in 100g eine Zunahme von 
1150°,,. Die Einzelanalysen waren 0,01370, 0,01382, 0.01400, 0,01386. 


Auch bei der spezifischen Leitfahigkeit trat eine Erhéhung und 


zwar um 585°, ein. 


Gemessen wurde unter Abzug der Leitfahigkeit des reinen Seralbumins 
ein k = 1,718, 1,689, 1,765, 1,770, 1,806, das sind 1,750. 10—* rez. Ohm 
im Mittel. Die Leitfahigkeit stieg wahrend des Stromdurchganges rasch 
an, es muBte daher sehr schnell gemessen werden. Diese Erscheinung, 
die auch durch Verwendung eines GefaBes mit unplatinierten Elektroden 
nicht vermieden werden konnte, zeigte sich iibrigens bei allen k-Messungen 
mit CaCO,. 


6* 
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Der Schwellenwert fiir die Alkoholflockung wurde von 16 auf 28 
erhoht, der Hitzegerinnungspunkt von 53 auf 70°. er erfihrt also de: 
enormen Anstieg um 17°. 

Bei der Uberfiihrung bedingt die CaCO,-Anwesenheit kein 
Anderung der Wanderungsrichtung, sie bleibt anodisch. 


3. Caleiumphosphat. 

Die Analysen fiir die Léslichkeit des Ca, P, Og in 0,5 °,, Seralbumir 
ergaben im allgemeinen eine Erhéhung fiir CaO, hingegen differierten 
die Werte fiir P,O,; sehr stark untereinander und waren durchwegs 
niedriger als die Werte fiir die Wasserléslichkeit. 

Die Hitzegerinnung des Seralbumins wird durch Calciumphosphat 
ebenfalls gehemmt, und zwar auf 62° erhéht gegen 53°, ebenso dic 
Alkoholflockung, denn die Triibung beginnt erst bei 25°, gegen 16° 
bei reinem Eiweib. Die Wanderung bleibt anodisch. 


2 B. Pseudoglobulin. 


1. Caleiumsulfat. 

Die Steigerung der Léslichkeit durch 0,5 °,, Pseudoglobulin betrigt 
4°., da sich darin 0,2180 g CaSO, in 100g lésen, gegen 0,2094 g in 
100 g Wasser. 

Fiir Ca betrigt die Zunahme 3,9°, und folgende Werte wurden ge- 
funden: 0,0642, 0,0639, 0,0641, 0.0638, das sind 0,0640g im Mittel. Fiir 
SO, ist sie 4,2°, die gefundenen Werte sind: 0,1536, 6,1541, 0,1545, 
0,1538, das sind im Mittel 0,1540¢ in 100g. 

Die Leitfaihigkeit wird wie beim Seralbumin erniedrigt, und 
zwar um 2,3°.. 

Gegen 2,222.10-° rez.Ohm der wisserigen CaSO,-Lésung betrug 
sie 2,172. 10-*% als Mittel aus 2,173, 2,168, 2,176. Auch hier wurde die 
Leitfahigkeit des reinen Pseudoglobulins k 6,46 . 10—* abgezogen. 

Die Hemmung der Alkoholflockung und Hitzegerinnung ist eben- 
falls eine betrachtliche. Reines Pseudoglobulin flockt schon bei 10°,,, 
mit CaSO, gesittigt erst bei 25°, Alkohol. Bei 56° koaguliert das 
reine EiweiB, hingegen mit CaSO, bei 68°. 

Die Wanderungsrichtung wird durch Calciumsulfat mehr anodisch. 
denn reines Pseudoglobulin wandert tiberwiegend kathodisch, mit 
CaSO, aber wandert es gleichmaBig nach beiden Seiten. 


2. Caleiumcarbonat. 


Die Léslichkeit dieses Saizes wird durch Pseudoglobulin weniger 
beeinfluBt als durch Serumalbumin, da der Anstieg nur 570°, betragt 

Die Analysen ergaben 0,0073, 0,0076, 0,0074, 0,0075, 0,0071, das sind 
0,0074 g CaCO, in 100g im Mittel. 
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Entsprechend diesem Léslichkeitsanstieg, der nur etwa die Halfte 
von dem durch Seralbumin bewirkten (1150°,) ausmacht, ist auch 
die Leitfahigkeitserhéhung ungefahr halb so groB wie bei letzterem. 

Als Durchschnitt der folgenden Messungen: 1,033, 1,047, 1,042, 
das sind 1,041 . 10—* rez. Ohm im Mittel, betragt der Anstieg 307% gegen- 
iiber 585°, bei Serumalbumin + CaCO,. 

Die Verminderung der Flockbarkeit driickt sich im Schwellenwert 
15 gegen 10°, Alkohol bei reinem Pseudoglobulin bzw. einer Gerinnungs- 
temperatur von 73,5 gegen 56° im letzteren Falle aus. 

Die Wanderung des reinen Pseudoglobulins ist, wie oben erwahnt, 
vorwiegend kathodisch. Durch Calciumcarbonat wird sie ausgesprochen 
anodisch. 


C. Hdmoglobin. 


1, Caleiumsulfat. 

Hier fanden wir fiir Ca 0.0643, 0,0647, 0.0644, 0.0642 g,. d.i. im 
Mittel 0,0644 g in 100g und fiir SO, 0,1558, 0.1552, 0,1545 g, d.i. im 
Mittel 0,1552 g in 100g. Zusammen sind dies 0,2196 g CaSQ, in 100g, 
der Anstieg betrigt also 4,8°, (fiir Ca 4.5%, und fiir SO, 5,0°,) in 
0.5°/, Hamoglobin. 

Die Leitfihigkeit nahm hier ebenfalls ab, und zwar um 2.5”... 
Der Durchschnitt von mehreren Messungen (2,170, 2,166, 2,163, 2,162. 
2,168) war 2,166.107% rez. Ohm, nach Abzug der Leitfaihigkeit des 
reinen 0,5 °,igen Hamoglobins K = 6,25. 107°. 

Die Alkoholflockung wird, wie wiederholte Versuche zeigen, nicht 
gehemmt, da Hamoglobin sowohl allein, als auch mit CaSO, durch 
24°, Alkohol geflockt wird. Analoges gilt fiir die Hitzegerinnung. 
In beiden Fallen liegt die Gerinnungstemperatur bei 49°. 

Bei der Bestimmung der Wanderungsrichtung ergab sich wieder 
eine eben merkliche Verschiebung zur anodischen Wanderung, da 
reines Haimoglobin sehr schwach wandert nach | Stunde ist nur 
eine Spur kathodisch iiberfiihrt —. wahrend es mit CaSO, weder 
kathodisch noch anodisch wandert, auch nach 1!4stiindiger Uber- 
fiihrung nicht. 

2. Calciumearbonat. 

0,5 °,iges Hamoglobin erhéht die Léslichkeit des CaCO, um 510 °,,, 
da folgende Werte: 0,0069, 0.0067, 0.0068, 0.0064 g, d.i. im Mittel 
0,0067 g in 100g gefunden wurden. 

Die Leitfahigkeit k = 1,371 .10~* rez. Ohm, berechnet aus drei 
Bestimmungen (1,365, 1,374, 1,373), erscheint um 436°, erhéht. Die 


Eigenleitfahigkeit des Hamoglobins wurde auch hier abgezogen. 


Zum Unterschied gegen CaSO, lieB sich eine, wenn auch geringe, 
Verminderung der Flockbarkeit feststellen. Mit CaCO, wird Hamo- 
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globin erst durch 26°, Alkohol bzw. durch Erhitzen auf 51° geflockt 
wiihrend das reine schon bei 24°, und unter gleichen Bedingunge) 
bei 49° flockt. 


Die Wanderung ist rein anodisch geworden. 


Zusammentassende Tabellen. 


Tabelle 11. 
Anderung der Léslichkeit (g/100 g). 




















. 0,5 ° . 0,5 ¢ 
, 05° Anstieg ~ Ae Anstieg thd Anstie, 
Wasser . >. Pseudo. Hiamo- 
Seralbumin . globulin 0), globin 0 
CaSO, . 0,2994 0,2119 1,2 0.2180 4.1 0.2196 4.8 
Cal O, 0.0011 0.0138 1150 0.0074 570 0.0067 510 
‘abelle 111. 
Anderung der Leitfahigkeit (4 . 10-*). 
ose Unter: 0,5 ae 05%, Unter: 
Wasser a A schied Pseudo: schie Hamos schied 
Seralbumin globulin Oe globin 
CaSO, .. 2222 2151 — §,2 2172 2,é 2166 2.5 
CaCO, . . 25.6 175 + 585 104.1 + 307 137.1 436) 
Tabelle 1V. 
Anderung der Hitzegerinnbarkeit. 
05 Seralbumin 0,5 °'9 Pseudoglobulin 0.5 °'5 Hamoglobin 
°C 9 e 0 c 
ns += « , 53 6 49 
. + CaSU, . : 61 OS 49 
+ CaCl Os 2 . 70 73.5 ay | 
Tabelle V. 
Anderung der Alkoholflockbarkeit. 
0,5 °/9 Seralbumin 0.5 °%> Pseudoglobulin 0,5 °/9 Hamoglobin 
9% %o 
rae re 16 10 24 
*OnGQ, .... 20 25 24 
+ CaCO, ... 28 15 26 
Tabelle VJ. 
Anderung der Wanderungsrichtung. 
Seralbumin Pseudoglobulin Hamoglobin 
, 
eG ss SS Anod. Kath. > anod. 4 (Spur kath.) 
+CaSQ,... ° at Ser 7] 


CaCO, .. ; Anod. \nod. 
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IV. Uberblick und theoretische Betrachtung der Ergebnisse. 

Die ersichtlichen Verschiedenheiten in den Beziehungen der Eiweib- 
<Orper zu CaSO, und zu CaCO, bei der gewahlten Versuchsanordnung 
lassen eine getrennte Behandlung dieser zwei Fille zweckmaBig er- 
scheinen. 

1. Caleiumsulfat und Eiweif. 

Das CaSO, bildet den Typus eines schwerlislichen 2 —2wertigen 
Neutralsalzes. Zwei Grundtatsachen treten in unseren Beobachtungen 
zunichst hervor: Die merkliche Zrhéhung der Léslichkeit in der Eiweib 
lésung gegeniiber Wasser und die ebenso erkennbare, trotz der Lislich 
keitserhGhung stattfindende Hrniedrigung der Leitfihigkeit. In der 
folgenden Tabelle finden sich die Léslichkeitsunterschiede gegen Wasser 
in molarer Konzentration auf 1g Eiweif fiir die drei untersuchten 
Proteine umgerechnet und zum Vergleich die von | g EiweiB im Bindungs- 
maximum aufgenommenen Mole HCl nach den letzten Messungen am 
Institut danebengestellt. Ferner wurden unter der Annahme eines 
mittleren Molekulargewichts von 60,000, fiir welches die Bestimmungen 
nach The Svedbergs Methoden sprechen, die pro Mol Protein mehr 
aufgenommenen Mole Salz abgeleitet. Die Werte dieser Reihe sollen 
nur ein ungefihres Bild dieses Verhaltnisses geben 


Tabelle VII. 


Molare Léslichkeitsinderung durch Eiweib. 





Mehraufnahme von CaSO, HCL 
Eiweif Kindungsmax 
OD = 5y/Liter 10-5 geMol. u-Mol 10-5 geAquiv 


, 5 ge tL 
malliter | 10-6 ¢-Mel lg EiweiB 1 Mol. FiweiS [CII g¢ biw 


Seralbumin ... 25 18 3.6 2 147 
Pseudoglobulin . . 86 63 12.6 7 143 
Hamoglobin . . . 102 7 15 4 > G85 


Wir besprechen die Daten der obenstehenden Tabelle gemeinsam 
mit denen der nachstfolgenden. Diese bringt die aus der Leitfahigkeits 
messung sich ergebenden GréBen fiir die ektrostatische Wechsel- 
wirkung von CaSO, und Eiweib. 


Berechnet man fiir die Molaritat der bei 25° C gesattigten wasserigen 
Lisung von 1,54. 107-2 mol. CaSO, unter Zugrundelegung der Lonen- 
heweglichkeiten nach Noyes und Falk? (ugso(' Ca) = 60 und vys0('. 8O,) 

80) die Leitfahigkeit, so erhalt man (fiir /, 1) k= 4312 . 10~* rez 
Ohm, dagegen wurde gefunden k — 2222. 10~® rez. Ohm Daraus 


i 


Journ. Amer. Chem. Soe. 34, 479, 1912. 
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ermittelt sich ein Leitfahigkeitskoeffizient /, —0,515'. Ferner da 

man fiir eine sehr geringe Verschiebung der Salzkonzentration vo: 
einer Anderung des Leitfahigkeitskoeffizienten absehen, so daB sir 

die Werte von k mit einem kleinen Anstieg von m in diesem enge) 
Bereich linear verschieben. Dann kann man aus der Mehrlislichkei: 
die zugehérige theoretische Mehrleitfahigkeit im Wasser und aus ce 

Differenz gegen die beobachtete Leitfahigkeit die Gesamtabnahme -| 

infolge der Anwesenheit von EiweiB berechnen. Diesem 4, entspricht 
eine molare Menge CaS Q,, die fiir die Leitfahigkeit inaktiviert ist, und 
ebenso wie in Tabelle VII auf 1 g bzw. | Mol Protein bezogen werde: 
kann. Einer Abnahme von k um 1,45 . 10~* entsprechen | . 107° g-Mo! 
fiir die Leitfahigkeit inaktiviertes CaSO, Die angebrachte Korrektu: 
durch Abzug der Leitfahigkeit von EiweiB — Wasser von der Leit 
fahigkeit Calciumsulfat + EiweiB ~- Wasser geht infolge einer ge 
wissen Inaktivierung des Proteins in der Salzmischung etwas zu weit 
dieser LeitfahigkeitseinfluB kommt jedoch neben dem Salzeffekt nicht 
merklich in Betracht 


Tabelle VIII. 


Molare Leitfahigkeitsbeziehung zwischen CaSO, und Eiwei’. 





Fur die Leitfahigkeit 


Aus der 
Eiweif Abnahme Mehr: Gesamt- 
0.5¢/. = Sal von K gegen| léslichkeit abnahme inak tivierte recy ter ye 
' igueced Wasser berechnete von A — mrp — , 
r. ; 0-5 auf lg au ol 
K-Echbneng Eiweid EiweiB 
Seralbumin . . | 71.10-® 26,5.10-® 97,5.10—-' 13.5 s 
Pseudoglobulin . | 50 91 i41 19.5 12 
Haimoglobin . . 56 108 164 22.7 14 


Aus den Beobachtungen ergibt sich, dab die durch die Leitfahig 
keitserniedrigung infolge der EiweiBanwesenheit als inaktiviert er- 
scheinenden Gramm- Mole CaSO, die Anzahl der im Vergleich 
mit Wasser mehr gelésten Salzmole erheblich iibertreffen. Dagegen 
ist die Reihenfolge Seralbumin < Pseudoglobulin < Hamoglobin 
nach wachsendem Effekt geordnet, sowohl fiir die Léslichkeitserhédhung 
wie fiir die Leitfahigkeitserniedrigung die gleiche. Sie deckt sich 
bemerkenswerterweise mit der Reihenfolge der py -Werte im iso- 
elektrischen Punkt, wie sie fiir diese reinen EiweiBkérper bei Be 
nutzung von Acetatpuffer am Institut gefunden wurde 

t Der Aktivitatskoeffizient ergibt sich nach Daten am ZnSO, und 


Mg SO, auf Grund von Berechnungen (Lewis- Randall, Thermodynamik usw. 
Wien, Julius Springer, 1927, 8.245) wesentlich kleiner mit ungefahr 


fa 0.36. 
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Tabelle IX. 
Seralbumin Pseudoglobulin Hamoglobin 
Inaktivierte g-Mol. CaSO, 
ere so So ees 13,5 19.5 22.7 
GT 6: as 4 : “a 5,0 * 5,55 ** 7.00 *** 


* F. Modern und Wo. Pauli, diese Zeitschr. 156, 482, 1925 
** T. Ito und Wo. Pauli, ersche nt in dieser Zeitschrift. 
** W. Schwarzacher, noch nicht veréffentlicht. 


Das stirkst saure Seralbumin steht an dem einen, das nahezu 
genau neutrale Haimoglobin an dem anderen Ende dieser Reihe. 

DaB es sich um einen direkten elektrostatischen Effekt zwischen 
Protein und dem CaSO, handelt, dafiir spricht der folgende Versuch, 
welcher den gleichen LeitfahigkeitseinfluB bei den Ionen leichtléslicher 
Salze und dessen gréBeres AusmaB bei 2—2wertigen gegeniiber 1 — 1 wer- 
tigen Elektrolyten erkennen 1a4Bt. In diesem Falle wurde auch der Kreis 
der untersuchten Eiweibkérper erweitert. Da bei den verschiedenen 
Proteinen die gleiche Salzmenge — dquivalent dem in Wasser léslichen 
CaSO, — genommen wurde, liegt ein gewisser Unterschied der An- 
ordnung gegeniiber der bei verschiedenen EiweiSkérpern wechselnden 
Sattigung derselben mit CaSO, vor, der aber unsere wesentlichen 
Folgerungen nicht beriihrt. 

Fiir den Versuch dienten Lésungen, welche bei Verdiinnung auf die 
Halfte einer bei 25° gesittigten CaSO,-Lésung aquivalent waren, das 
sind 0,1852g¢ MgSO, in 100g und 0,2294g KCI in 100g. Sie wurden 
zu gleichen Teilen mit 1 °,iger EiweiBlésung vermischt, so daB die Werte 
ebenfalls fiir 5g Eiwei8 pro Liter gelten. Bei den einzelnen Salz-Eiweib6- 
mischungen wurde zugleich die Alkoholflockbarkeit bestimmt, indem 
zu dem reinen Eiwei8 und zu den Mischungen jene Alkoholkonzentration 
zugegeben wurde, welche das reine EiweiB eben flockt. Unter diesen Um- 
stiinden blieb bei Salzzusatz die Triibung aus. 


Tabelle X . 


k . 10—-*-Leitfahigkeitsanderung von Neutralsalzlésungen durch 
0.5% EiweiB. 





Ab. Abs Reoniin Ab. tie Ab. Ab: 
, . - udoer ATO ~ 
Wasser Seralb. nahme Ovalb. nahm dobulia nahme globin nahme Glutin nahme 
( 0 ‘ 
0 ) 0 
KCL . 4115 4952) 15 4098 O04 4094 OD | 4113 0 4057 1.4 


MgSO, 2155 | 2109| 26 2142' 06 2123 1,4 | 2134; 10 219% 23 4 


Der Umstand, daB die Herabsetzung der Leitfahigkeit auch bei 
sehr stark ionisierenden | —lwertigen Elektrolyten auftritt, an denen 
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Pauli und J. Matula' schon vor Jahren mittels potentiometrisch: 
Messungen die Inaktivierung Aquivalenter Mengen von Kation un 
Anion wahrscheinlich machen konnten, spricht dafiir, daB es sic 
nicht um die Anlagerung der neutralen inaktiven Salzmolekiile, sonder: 


um eine Wechselwirkung der Salzionen mit dem EiweiB handelt. Dai 


diese beim Calciumsulfat beide Tonen in nahezu aquivalentem Verhaltn: 
betreffen muB, geht aus den elektrischen Uberfiihrungsversuchen hervo: 
die, wenn iiberhaupt, einen nur sehr geringfiigigen negativierenden Einflu! 
des CaSO, beim Pseudoglobulin erkennen lassen. Keinesfalls finde: 
jedoch eine itiberwiegende Aufnahme von Ca** durch das Protein statt 
die sich als Wechsel des Wanderungssinnes beim Albumin oder Deutliche: 
werden einer Wanderung beim Hamoglobin bemerkbar machen miibt« 
Auf dieses Verhalten bei der elektrischen Uberfiihrung muB auc! 
jede konstitutive Betrachtung Riicksicht nehmen. 


Wesentlich ist ferner die Feststellung. nach welcher die Mehr 
lislichkeit und ebenso die Leitfahigkeitsbeeinflussung des CaSO, e1 
kennen lassen, daB mit einem Proteinmolekiil mehrere CaS O,-Molekiil 
in Wechselwirkung getreten sind, wodurch die noch naher zu_ er- 
érternde, ausgiebige Hemmung der Alkohol- und insbesondere der Hitze- 
gerinnbarkeit der untersuchten SerumeiweiBkérper verstindlicher wird 

Kin besonderes Problem, das noch weiterer experimenteller Bearbeituny 
bedarf, liegt in der Tatsache, da® die Leitfaihigkeitkeitserniedrigung unter 
unseren Versuchsbedingungen nicht nur unterhalb der aus der Mehvr- 
aufnahme des Salzes in der EiweiBlésung berechneten Werte, sondern 


auch zu solechen, unter dem der gesittigten, rein wiasserigen Lésung fiihrt. 


Nun gilt auch fiir die Kombination CaO, + Protein infolge des an 
wesenden Bodenkérpers die Konstanz des Produktes der Lonenaktivitaten 
[Ca,]”°.[SO,]’. Danach wire bei ungeaindertem Verhiltnis von Aktivitits- 
und Leitfahigkeitskoeffizienten f/f, unverinderte Leitfahigkeit auch in 
der Salz-EiweiBmischung zu erwarten. Nach der eingetretenen Leitfahig 
keitserniedrigung hat es den Anschein, als ob eine relative Abnahme des 
Leitfahigkeitskoeffizienten stattgefunden hatte. Bei dem friiher erwahnten 
betrichtlichen Unterschied fg </, in der rein wisserigen Ca SO,-Lésung 
wiirde eine geringe Verschiebung im Sinne einer Angleichung von fy an /g 
ausreichen, um die beobachtete Leitfahigkeitsabnahme der gesiattigten 
Salzlésung in Anwesenheit von Eiweif zu decken. Es wird zu priifen sein. 
wieweit hier eine Verminderung des leitenden Querschnitts (Dumanski) *. 
wieweit Wegverlingerung der Ionen durch die Proteinteilchen und vor 
allem elektrostatische Zwitterioneneffekte in Betracht kommen. 


Beim Versuch einer konstitutiven Auffassung der Salzeiweili- 
verbindungen wird man die Neutralsalzverbindungen der Amino- 
siiuren und Polypeptide heranziehen miissen, deren Reindarstellung 


' Diese Zeitschr. 80, 187, 1917. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 60, 553, 1907. 
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nd Analyse wir einer Reihe grundlegender Untersuchungen P. Pfeiffers' 
und seiner Mitarbeiter verdanken. In biochemischen Arbeiten findet 
sich immer wieder die Auffassung vertreten, dab die an einfachen 
\minosiuren auffindbaren Beziehungen sich bei den Eiwei®kérpern 
schon wegen der niedrigen molekularen Konzentration in weit ge- 
ringerem Ausma® wiederfinden diirften. Ganz das Gegenteil ist richtig 
Die Proteine, die hochwertige, z. B. 30- bis 40 wertige Ampholyte dar- 
stellen, treten mit unverhaltnismaBig starkeren, interionischen elektro- 
statischen Kraften auf als aquivalente, einfache Aminosiuren. Eine 
05°. ige Seralbuminlésung, welche ungefahr einer Konzentration 
von 8. 1075 mol. entspricht und deren Ladungsiaquivalente sich gegen 
5. 1078 n bewegen, zeigt eine sehr erhebliche Neutralsalzinaktivierung, 
die bei einer Aquivalenten Glykokollésung nicht nachweisbar ist. Wir 
diirfen also bei den Proteinen die bei einfachen Aminosauren erkenn- 
haren Beziehungen zu Elektrolyten gesteigert erwarten und das wird 
unter vergleichbaren Umstinden auch fiir alle sonstigen elektro- 
statischen Wechselwirkungen, wie Hydratation, Adsorption, Kolloid- 
Kolloidreaktionen usf. gelten. An den Eiweibkérpern werden auch 
vielfach die Umstiande scharfer erkennbar, die eine konstitutive Be- 
trachtung der Aminosiuresalzverbindungen in zahlreichen  Einzel- 
heiten einschranken. 

Man wird mit Pfeiffer unter den drei Méglichkeiten fiir die Neutral- 
salz-Aminosaureverbindungen, namlich eines Metallammoniaksalzes (1). 
eines Amphisalzes (11) oder einer metallsalzartigen Verbindung am 
Carboxyl (111) 

I Il 
X,, Me (... NH, RCOOH),,, XH,NRCOO Me, 


Il 
X,, Me (...O- CRNH,),,. 


OH 


(Me n-wertiges Metallion, X Anion, spaiter Gl Glykokoll als 
Typus einfacher Aminosdéuren, m die Zahl der Aminosaéuren, die mit einem 
Mol Salz verbunden sind.) 


zunachst die Form I ausschlieBen, weil die Betaine mit ihrem koordinatiy 
gesiittigten Stickstoff analoge Metallsalzverbindungen geben wie die 
Aminosiuren. Der Amphisalzform Il, die man heute auch als Zwitter- 
ionenverbindung (mit Hauptvalenzen) betrachten kann, lassen sich vor 
allem die dargestellten Verbindungen Me X, . Gl entgegenhalten, in denen 
einer einzigen Carboxyigruppe ein zweiwertiges Erdalkalimetall gegen- 


1 P. Pieijier, Organische Molekiilverbindungen, 8S. 106ff.,  daselbst 
Literatur. Stuttgart 1922. 








92 W. Pauli u. Th. Stenzinger: 


iibersteht, wahrend wir abweichend von P. Pfeiffer in dem Bestehe 
von Verbindungen wie Me X, 3G1 und Me X, 4GI kein Hindernis! fiir di: 
Amphisalzform erblicken méchten. Die Form III, eine Molekii! 
verbindung mit nebenvalenzartiger Bindung des Metalls am Carbony! 
sauerstoff, die nach Pfeiffer am besten die ganze Verbindungsklass: 
umschlieBen wiirde, 14Bt noch drei Méglichkeiten zu. Je nach der 
Angliederung kénnte das Salzanion X an Me (IIla Anlagerung), a: 
NH, (IIIb amphisalzartig) oder in zweiter Sphire ionogen ang: 
schlossen sein, wobei das Metall mit der Aminosiure ein komplexes 
Ion (Ille Einlagerung) bilden wiirde. 

Unter diesen Méglichkeiten ist beim Eiweif die Entscheidung 
zum Teil schwieriger, zum Teil scharfer zu treffen als bei den Amino 
siuren. So gilt Pfeiffers Argumentation an einfachen Awinosiure: 
gegen II und fiir III beim Eiweif nicht, weil hier theoretisch imme: 
auch die nétigen Hauptvalenzen zur Absittigung der Metall- ode: 
Anionen verfiigbar werden kénnten. Denn das Protein kann ohne 
weiteres als polyvalentes Zwitterion reagierend gedacht werden; dann 
wird eine Inaktivierung aquivalenter Mengen von gleichwertigem Kation 
und Anion bei kaum geanderter freier UberschuBladung des Eiweifes 
méglich sein, was sich mit der Beobachtung deckt. Dagegen stehen 
die metallammoniakartige Form (I), sowie die Anlagerungs- und Ein 
lagerungsform (Illa und II[c) mit den Versuchen am Eiweil in 
Widerspruch, da sie auch bei gleichwertigen Salzionen einer Positivie- 
rung des Proteins entsprechen wiirden. Die Amphisalzform IT la8t sich 
hingegen auch mit den bei Verwendung ungleichwertiger Salzionen 
beobachtbaren Umladungen von EiweiB vereinen und auf eine asym 
metrische Inaktivierung seitens der polyvalenten Zwitterionen zuriick 
fiihren. 


Die Beobachtungen legen die Auffassung nahe, da der elektro 
statischen Inaktivierung eine Erhéhung der Léslichkeit entspricht 
indem offenbar ein Teil der mit dem EiweifB in Wechselwirkung ge 
tretenen, fest assoziierten Salzionen der Beteiligung am Gleichgewicht 
[Ca**] . [SO77] = konst. entzogen und vom Bodenkérper nachgeliefert 
wird. Da8B der polyvalente Zwitterionencharakter der Proteine, der 
durch die groBe Zahl der von einem Molekiil Protein inaktivierten 
positiven und negativen Ladungen nahegelegt wird, bei der Inaktivie 
rung und Assoziation der Salzionen auch fiir die Léslichkeitserhéhung 


1 Bei dem stark ausgepragten Dipolcharakter der Aminosaéuren und 
den hohen Konzentrationen, aus denen Pfe:ffers Verbindungen auskristalli- 
sieren, kann némlich unseres Erachtens die Annahme von Molekiilasso 
ziationen: 2Gl, 3G!, 4GlL keinen grundsiatzlichen AusschlieSungsgrund 


bilden. 
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ehr wesentlich ist, geht aus den direkten Versuchen von Pauli und 
!. Samec' an Fibrinpeptonen und insbesondere reinen Glutinpeptiden 
ervor. In diesen war die bei nativen Eiweibkérpern der gleichen 
Urewichtskonzentration bestehende Léslichkeitssteigerung schwerlis- 
licher Ca-Salze stark herabgesetzt oder nicht mehr nachweisbar 


Der Inaktivierung von Salzionen durch das Protein wiirde bei 
der Wechselseitigkeit der Einwirkung auch eine gewisse Fixierung der den 
Salzionen entsprechenden Eiweibladungen, also im Falle von polyvalen- 
ten Zwitterionen, eine gewisse Begiinstigung und Stabilisierung dieser 
Form entsprechen. Nach Paulis Theorie ist das ionische EiweifB vor dem 
neutralen durch eine starkere Hydratation ausgezeichnet und dem- 
vemaB unter anderem in seiner Hitze- und Alkoholfallbarkeit gehemmt. 
Nimmt man mit diesem Autor fiir diese Koagulationen eine RingschlieBung 
gewisser Amino- und Carboxylgruppen unter Wasseraustritt an, so 
wird die starkere Widerstandsfahigkeit ionischer Formen gegen diese 
Zustandsinderungen verstandlich. Beide Eingriffe kénnen als mit 
ihnlichem Mechanismus wirkend gedacht werden, indem sowohl durch 
die gesteigerte Warmebewegung der Wasserdipole als auch durch ihre 
Verdrangung bei Alkoholzusatz die stabilisierende Anziehung zwischen 
den freien Ladungen sowie den Ladungsresten an der Oberfliche des 
Eiweibmolekiils einerseits und den Wassermolekiilen andererseits ge- 
lockert und nun die durch die Hydratation gehemmte direkte Reaktion 
erméglicht wird, welche zwischen in Reaktionsnahe befindlichen posi- 
tiven und negativen Gruppen des Proteins unter Anhydrierung ein- 
treten wiirde. 


Da, wie der Saure- und AlkalieinfluB zeigen, sowohl die Ver- 
mehrung der positiven als auch der negativen freien Ladungen zur 
Hemmung der Hitze- und der Alkoholflockbarkeit des Proteins fiihrt, 
so wiirde auch die Hemmung dieser Gerinnbarkeit durch Stabilisierung 
der offenen Zwitterionen oder Amphisalzform verstandlich sein. 


Fiir die Kenntnis der Zustandsinderungen der EiweiBkérper ist 
es von Wichtigkeit, sich gewisse Unterschiede der zwitterionischen 
NeutralsalzeiweiBverbindung und des einsinnig ionischen Proteins 
klarzumachen. Bei Saure- und Alkalizusatz wiichst zuniichst die 
Wertigkeit und die freie Ladung der Proteinionen. Damit steigt 
die Hydratation (Viskositat) unter gleichzeitiger Hemmung der Koagu- 
lierbarkeit durch Hitze und Alkohol. Im zunehmenden Uberschu8 von 
Saure oder Alkali wichst die Koagulierbarkeit wiederum bei ab- 
nehmender Hydratation. Es geht also mit der Inaktivierung der EiweiB- 
ionen durch den CberschuB der Gegenionen der Hemmurgseffekt auf 


t Wiener med. Wochenschr. 1910, Nr. 39. 
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die Koagulierbarkeit zuriick. Fiir diese an die freie einsinnige Laduny 
der Proteinionen gekniipfte Hemmung kann die gesteigerte Hydra 
tation, also die elektrostatische Wechselwirkung der freien Eiweifladun: 
mit den Wasserdipolen, den Gegenmechanismus gegen die Anhydrisiv 
rung bei der Hitze- oder Alkoholfallung darstellen 


Fiir die Inaktivierung der Zwitterionen durch die Salzionen ist 
es hingegen charakteristisch, da das Auftreten der Gerinnungsbehinae 
rung mit einer Reibungsa/nahme einhergeht, und die Stabilisierung de- 
zwitterionischen Zustandes erfolgt durch die gleichzeitige elektrostatisch: 
Wechselwirkung der Salzionen mit den positiven und negativen Gruppen 
des Proteins. Der Stabilisierungsmodus ist demnach ebenso wie der 
Zusammenhang mit der Hydratation beim Neutralsalzprotein einerseit» 
und dem Saure- oder Alkaliprotein andererseits ein durchaus ver 
schiedener 


Bemerkenswert ist ferner, daB die durch Inaktivierung von NSalz 
ionen erzeugten Hemmungen der Alkohol- und Hitzegerinnbarkeit 
aneinander gebunden sind und, wo diese Hemmung nahezu ganz aus 
bleibt wie beim Hamoglobin —., sie auch beiderlei Einwirkungen im 
gleichen MaBe betrifft. Diese auffallende Sonderstellung des Hamo 
globins, verglichen mit den SerumeiweiBkérpern, wird noch niher zu 
erforschen sein, sie ist jedenfalls spezifisch konstitutiv begriindet 


Ohne Zweifel bleibt die, die bisherigen Beobachtungen widerspruchs.- 
los zusammenfassende Annahme einer polyvalenten Zwitterionenform 
des mit den Salzionen reagierenden Proteins noch weiterer Priifung 
bediirftig. Ferner mu ausdriicklich betont werden, daBb das Bestehen 
dieser vielwertigen Zwitterionen in der Salzverbindung nicht notwendig 
die Existenz eines merklichen Anteils dieser Form in reinsten Eiweil 
lésungen in sich schlieBt, wenn diese auch dadurch sehr nahegelegt wird 


B. Calciumcarbonat und Eiweif. 


Die Beziehungen des Calciumearbonats zum Eiweib bilden in 
vielen Punkten ein Gegenstiick zu denen des Calciumsulfats. Das 
Calciumcarbonat ist zum Unterschied vom neutralen Calciumsulfat 
in seiner gesattigten, wasserigen Lésung bei 25° zu etwa 66°, hydro- 
lysiert'. Es zeigt neben einer betrachtlichen Mehraufnahme von Ca 
in die EiweiBlésung zugleich eine bedeutende Leitfahigkeitserhéhung 
ganz im Gegensatz zu deren Erniedrigung bei CaSO, + Eiweil. In 
der folgenden Tabelle finden sich die Léslichkeitsdifferenzen in molaren 
Konzentrationen analog wie bei CaSO, berechnet. 


t Seyler und Lloyd, Journ. chem. Soe. 111, 996, 1917. 
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Tabelle XJ. 


Molare Aufnahme von Ca aus CaCQ, durch 0,5°, Eiweib. 





Mehraufnahme von Ca aus CaCO, 


EiweiB 
5 g/Liter 10-° ge«Mol g»Mol. Ca auf 
mg Liter 10-5 g Mol 1g EiweiB | Mol. Eiweif 
seralbumin ..... 51 127 25.4 1D 
‘seudoglobulin . ape 25 63 12.6 s 
lamoglobm . . . ; 22.4 ww 11,2 7 


Wir betrachten diese Ergebnisse gemeinsam mit den in det 
labelle XII abgeleiteten Leitfihigkeitsbeziehungen. Diese Tabelle 
enthalt in der zweiten Rubrik die beobachtete Leitfahigkeit in der 
Mischung mit Eiweif und in der dritten die aus der Léslichkeit des 
CaCO, (gemessen an Ca) berechnete Leitfahigkeit. Diese Berechnung 
st mit folgenden Fehlern behaftet: 1. Es wurde linear aus der Be 
riehung Ca-Gehalt zu k in der wisserigen Lésung die Leitfahigkeit 
fir die héhere Ca-Konzentration extrapoliert Der so gewonnene 
Wert ist wegen der relativen Abnahme der Hydrolyse mit der Kon 
zentration und wegen der in diesem Bereich allerdings nur mabigen 
Verkleinerung des Leitfahigkeitskoeffizienten zu hoch. 2. Es tritt eine 
Anderung in der ionalen Zusammensetzung der Lésung, wie sich noch 
weiter ergeben wird, durch die Reaktion des hydrolysierten CaCO, 
mit dem EiweiB zu Ca-Proteinat ein, so dab eine starke Beweglichkeits 
ibnahme der vorhandenen Anionen erfolgt Deshalb wurde unter 
\bschatzung dieser Umstinde die Abnahme 1, der vierten Rubrik 
um 40°. ihres Wertes korrigiert. Dieser reduzierte Wert von 1, diente 
zur schatzungsweisen Ableitung des inaktivierten Ca, welche iibrigens 
nur zur allgemeinen Feststellung der Richtung der eingetretenen Ver- 
inderung beniitzt wurde 

Tabelle X11. 


Molare Leitfahigkeitsbeziehungen bei CaCO, und Eiweitls: 





Inaktivierte g-Mol, Ca 


Eiweif k. 10- k’, 10 Abnahme 
5 g/Liter Eiweits ber. aus 1, _10-' A 10 auf 1 Mol 
+CaCO d. Mehrl. ke a 12 Eiweis Fiweifs 
_ 
Seralbumin . . 175 ga12 (146.2), ong 75 45 
korr. 87,7 
o (68,1) A 
*,eundoglo 0. 2° IAS 9 
Pseudoglobulin . 104,1 172.2 korr. 40.9 23. 5 2 
an owe (18,8) = 

oglob 4 oo.$ LS 

Hamoglobin . . 137.1 155.9 korr. 11.8 i ( Oo 


Wir erkennen vorerst (Tabelle XI), daB die untersuchten Eiweilb- 
stoffe sich in bezug auf die Aufnahme von Ca in der umgekehrten 
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Reihenfolge ordnen wie bei CaSQ,. Das stiarkst saure Seralbumi: 
steht mit 15 Molen Ca auf 1 Mol Protein an der Spitze. Ebenso ist di: 
Leitfahigkeitserhéhung am héchsten beim Seralbumin. Man kam 
die aus dem Ca-Gehalt ermittelte Leitfaihigkeit k’ und die unter diese; 
Werten gelegene, beobachtete Leitfahigkeit k benutzen, um daraus di: 
Ax 
k 1, 
1aBt dann .einen Riickschlu8B auf die GréBe der Ca-Inaktivierung zu 
Es zeigt sich, da der weit iiberwiegende Anteil des aufgenommene: 
Ca leitfahigkeitsaktiv ist. Wahrend bei CaS QO, die starke Leitfahigkeits 
inaktivierung des Salzes durch das Eiwei8 mit einer Léslichkeitserhéhung 
um einen Bruchteil derselben einhergeht, ist hier das in Lésung 
gegangene Ca zum gréBten Teile in leitungsaktiver Form neben dem 
EiweiB vorhanden. Der Mechanismus der Léslichkeitserhéhung mut) 
also in beiden Fallen ein verschiedener sein. Die Aufladung des mit 
CaCO, gesittigten EiweiBes fand sich stark negativiert und auch bei 
dem sonst neutralen Himoglobin und dem sonst positiven Pseudo- 
globulin negativ, wie die einsinnige anodische Wanderung anzeigt 
Aus der betrichtlichen Aktivitaét des Ca im Proteinat (bei einer Mehr- 
léslichkeit gegen Wasser um etwa das Fiinf- bis Zehnfache) ist zu 
folgern, daB, bei der Kleinheit des Léslichkeitsproduktes [Ca**]. [C OF ~| 
1,21 .10~8, das neben dem Ca-Proteinat in der EiweiBmischung 
vorhandene CaCO, nur einen Bruchteil (etwa '/; bis '/,)) der im 
gleichen Volumen Wasser gelésten Menge betragen kann, und daB ein 
Teil der dem mehr aufgenommenen Ca zugehérigen CO, aus der Lésung 
gedriingt worden sein mu bzw. als Bicarbonation vorliegt. 

Eine widerspruchslose Erklarung aller dieser Tatsachen ergibt 
sich aus der Annahme, daB das Eiweif mit dem CaCO, typisch wie 
mit einer Lauge reagiert hat. Infolge der starken Hydrolyse des Calcium. 
carbonats tritt das EiweiB mit dem vorhandenen Ca (OH), mittels 
seiner Carboxylgruppen in der bekannten Weise in Reaktion, und 
zwar um so stirker, je saurer es ist. Infolge der Gleichgewichtsstérung 
durch die Wegbindung des Hydrolysenproduktes wird das Salz praktisch 
vollstandig nachhydrolysieren. Weist man nun dem gebildeten Proteinat- 
ion die in der Erfahrung begriindete, mittlere Aquivalentleitfahigkeit 
von etwa 20 zu, so kommt man zu dem Ergebnis, da bei der geringeren 
Ca-Aufnahme durch das Himoglobin fast das ganze, ja selbst bei dem 
etwa doppelt so viel aufnehmenden Seralbumin noch mehr als 
zwei Drittel des aufgenommenen Ca aktiv verbleiben. Auch dieses 
Verhalten ist zu erwarten. Wiewohl verwendbare Messungen der Metalli- 
aktivitiét in Erdalkaliproteinaten nicht vorliegen, so ergeben sich 
brauchbare Anhaltspunkte zur Beurteilung der Verhaltnisse, z. B. aus 
den zum Vergleich geeigneten Beobachtungen an Schwefelsaure und 


Abnahme der Leitfahigkeit 4, abzuleiten. Das Verhiltnis 
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KiweiB. Wir wissen, daB bei niedrigem Laugen- und Saurezusatz 
(2.107%n) und dem gleichen Eiwei®gehalt die freie Ladung der 
negativen bzw. positiven Proteinionen praktisch gleich ist und dab 
selbst ein zweiwertiges Gegenion (SO, bei Zusatz von H,SO,), wie 
die Leitfahigkeit zeigt, in diesem Konzentrationsbereich zum _ iiber- 
wiegenden Anteil aktiv neben den positiven Eiweibionen vorliegt. 
Deshalb diirfen wir ein analoges Verhalten in einer aquivalenten Calcium. 
lauge fiir das zweiwertige Calciumion annehmen. Da es sich beim CaCO, 
um tiber zwei GréBenordnungen niedrigere Konzentrationen handelt 
als beim CaSO, und um etwaige Bedenken zu entkriften, die das 
unterschiedliche Verhalten der EiweiBmischung in beiden Fallen auf 
die gewaltige Differenz der Elektrolytkonzentrationen zuriickfiihren 
méchten, wurde jedenfalls zum Vergleich die Leitfahigkeitsinderung 
eines aquivalenten 2—2wertigen neutralen Salzes durch das Eiweil 
untersucht. Als solches diente MgSO, und es zeigte sich, daB auch 
unter diesen Umstinden eine erhebliche Leitfihigkeitsabnahme in 
der EKiweiBmischung erfolgt. 

Versuch: Eine dem durch 0,5°%iges Seralbumin aus CaCO, auf- 
genommenen Calcium Aquivalente Lésung enthielt 0,0164g¢ MgSO, in 
100g. Hergestellt wurde eine doppelt so konzentrierte Lésung, die bei 
Verdiinnung mit dem gleichen Volumen Wasser eine spezifische Leit- 
fahigkeit k& 2,977. 10-*rez. Ohm _ = aufwies. Durch Verdiinnung der 
\usgangslésung mit dem gleichen Volumen 1°,igen Seralbumins war 
die Leitfahigkeit auf k = 2,700. 10—-*, das ist um 9,4°,, gesunken. 


tin weiterer Versuch diente der Sicherstellung der Méglichkeit, 
ob die Menge CaCQ,, die von dem elektropositiv wandernden Pseudo- 
globulin gelést wird, zu dessen negativer Umladung ausreicht. Zu 
diesem Zwecke wurde gepriift, bei welchem Zusatz von Kalilauge die 
Elektrophorese des urspriinglich vorwiegend kathodischen Pseudo- 
globulins rein anodisch wird. Parallel damit wurde das Optimum der 
Alkoholfallbarkeit neben dem Umkehrpunkt der Uberfiihrung fest- 
gestellt, um den isoelektrischen Punkt des Pseudoglobulins zu ermitteln. 
Der erste Weg (Pauli) und der zweite (L. Michaelis) fiihrten zu dem 
gleichen Werte. 


Tabelle XIII. 





Normalitat der KOH Wanderungsrichtung Alkoholflockung (10 °/,) 


6. 10-6 Kathodisch > > Anodisch Spur einer Triibung 

7 Kathodisch > Anodisch - . . 

8 Kathodisch und Anodisch Schwache Triibung 

9 6 (Spur anodisch) Ktwas starkere Triibung 
10 Anodisch > Kathodisch Schwache Trabung 
20 Anodisch > > Kathodisch Spur einer Triibung 
30 Anodisch (Spur Kathodisch) 


Biochemische Zeitschrift Band 205. 7 





98 W. Pauli u. Th. Stenzinger: 


Der Versuch zeigt ein isoelektrisches Verhalten bei einem En! 
gehalt von 9. 107° n KOH an. Fiir diesen Punkt wurde in der Mischuny 
potentiometrisch ay = 8,23.1077 n, entsprechend einem py = 6,()8 
gemessen. Die Frage, wie dieses Ergebnis mit dem elektrophoretischey, 
Verhalten des reinen Pseudoglobulins zu vereinen sei, wird an andere: 
Stelle (7. Ito und Pauli) behandelt. Fiir unseren Fall ist die Festste! 
lung von Bedeutung, daB schon bei 5 bis 6.10~4n KOH-Gehalt 
eine rein anodische Wanderung von 0,5°,igem Pseudoglobulin be 
steht. Da die Léslichkeit des CaCO, in einem solchen Eiwei| 
einer 1,48 . 10-8 n-Lésung entspricht, in welcher auch ohne Beriick. 
sichtigung der durch das Protein weiter gesteigerten Hydrolys 
eine Laugennormalitét von fast 1.107% n anzunehmen ist, so 
sind die Bedingungen fiir die Negativierung des Proteins mel 
als ausreichend erfillt. Die Beobachtungen itiber Léslichkeit und 
Leitfahigkeit im Gemisch CaCO, -+- EiweiB lassen sich zur Ganze 
aus der Hydrolyse dieses Salzes und dem Effekt der Erdalkali- 
lauge! verstehen, welche zugleich die Erhéhung der freien nega 
tiven EiweiBladung und damit die besonders starke Hemmungs 
wirkung auf Alkohol- und Hitzegerinnbarkeit der Serumeiweibkérpe: 
verstandlich macht. Die letztere ist nur am Hamoglobin wenig aus- 
gesprochen, das auch gegeniiber CaSO, in diesem Punkte eine 
Sonderstellung bewahrt. 


Bekanntlich hat M. Siegfried fiir Aminosiuren und Eiweibkérper 
bei der Reaktion insbesondere mit Erdalkalicarbonaten, aber auch 
mit freier Kohlensiure angenommen, dab hier ein chemischer Vorgang 
nach dem Schema 


: : ile NH.COO_ ,, 
COOH.R.NH, + CaCO, R< oy >Ca + HAO, 


also Bildung eines Salzes der zweiwertigen Carbaminsaure, erfolgt. Da 
unsere bisherigen Ergebnisse sich, wenn auch nur unter einigem Zwang 
z. B. beziiglich der fiir eine Dicarbonsiure viel zu geringen Inaktivierung 
des Ca durch das Protein, mit der Siegfried schen Carbaminosaurereaktion 
in Einklang bringen lassen wiirden, so soll diese strittige, jedoch in 
vieler Hinsicht bedeutungsvolle Frage im folgenden SchluBabschnitt 
naiher erértert werden. 


1 Die nicht ins einzelne fortgefiihrten Versuche am tertidiren Calcium 
phosphat zeigen, daB es sich bei dessen Wechselwirkung mit reine: 
EiweiBlésungen um = grundsitzlich den gleichen Effekt der hydro 
lytisch gebildeten Calciumlauge auf das Protein handelt wie bein 
Caleiumcarbonat. Darauf weist auch die starke Hemmung der Gerinn 
barkeit durch Hitze und Alkohol und die erhéhte Negativierung de- 


Proteins hin. 
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V. Uber die Carbaminsiurereaktion und die Kohlensiureverbindung 
von Proteinen und Aminosiuren. 


Die Lehre von der Bildung eines Carbaminats bei Einwirkung von 
Kohlensaure auf Proteine und Aminosauren, die von M. Siegfried in 
voller Erkenntnis der physiologischen Tragweite einer solchen Annahme 
wuf Grund einer Reihe von Untersuchungen aufgestellt und auch mit 
physikalisch-chemischen Methoden zu begriinden unternommen wurde, 
hat bis in die jiingste Zeit' Aufnahme in die Lehrbiicher gefunden. Der 
vereinzelte Widerspruch, den sie gefunden hat, stiitzte sich, soweit 
wir sehen, auf gianzlich ungeeignete Versuche und Argumente. So 
glaubte C. Ausenda®, aus dem Umstande, daB mit CO, itibersittigte 
Kiweibkérper die Kohlensdure bei Dialyse oder Fallung mit Ammon. 
sulfat abgeben, einen RiickschluB gegen die Bildung einer Carbamino- 
siureform mit den Proteinen ableiten zu kénnen, wahrend diese Ver- 
suche lediglich eine Priifung des Grades der Reversibilitaét, nicht aber 
der Konstitution der Verbindung darstellen. Von seinen Schliissen hat 
Ausenda iibrigens die Siegfriedschen Versuche an einfachen Amino- 
siuren ausdriicklich ausgenommen. Wie jedoch an anderer Stelle 
ausgefiihrt wurde, darf man typische lonenreaktionen® und zu 
diesen zahlte Siegfried sein Carbaminat —, die bei einfachen Amino- 
siuren auftreten und die Amino- bzw. Carboxylgruppe betreffen, 
infolge der durch die polyvalente Natur gesteigerten Wechselwirkung 
um so sicherer bei den Proteinen erwarten. 


Jede Kritik der Siegfriedschen Carbominosaurereaktion muB sich 
deshalb in gleicher Weise nicht nur auf die Proteine, sondern auch auf 
die von ihm zum Teil rein dargestellten und zur Analyse gebrachten 
Verbindungen einfacher Aminosiuren erstrecken und zugleich die von 


1 Vgl. S. Edlbacher, Die Strukturchemie der Aminoséuren und Eiweif- 
kérper. Leipzig 1927. ' 

2 Diese Zeitschr. 182, 188, 1922. 

’ Wir selbst halten im Gegensatz zu M. Siegfried die Bildung von 
Ammoniumcarbaminat aus Ammoniak und Kohlendioxyd auf die er sich 
als Ionenreaktion beruft, primar nicht fiir eine solche, sondern fiir eine 
Molekiilreaktion, fiir eine Aneinanderlagerung der starken Dipole [H,{* N—} 
und [Cf{{O,==], und zwar deshalb, weil diese Reaktion die in wiisseriger 
Lésung im wesentlichen zu den Ionen NH, und HCO; fiihrt, in absolutem 
Alkohol nahezu quantitativ erfolgt. Infolge des Wettstreits der zwei 
doppeltnegativen O und des dreifachnegativen N um das H im Sinne 
von W. Kossel wird ein H von NH, gelockert und ionogen. Dieses Wasser- 
stoffion kann dann in typischer Weise mit einem zweiten NH, unter 
Bildung des Ammoniumions reagieren. Komplexchemisch ware das Carb- 
amination mit dem vierfachpositiven C als Zentralatom zu schreiben. Von 
seinem Standpunkt aus vermochte Siegfried in der Tat nicht zu einer 
befriedigenden theoretischen Formulierung seiner Reaktion zu gelangen. 


7? 
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ihm gefundenen physikalisch-chemischen Merkmale derselben beriich 
sichtigen. Man kann die von Siegfried festgestellten Tatsachen, di 
er fiir die Existenz seiner Carbaminate unbedingt fiir beweisend hiel: 
in drei Gruppen gliedern: 


1. Die Reindarstellung von Verbindungen mit Glykokoll uni 
Alanin vom Typus Gl .CaCO, (Gl == Glykokoll). Dieses Argument 
hat durch die spater erfolgte Gewinnung von ganz analogen Aminosaure 
verbindungen mit CaCl, durch P. Pfeiffer (l.c.), also Gl. CaCl, und 
itiberdies Gl. 2 CaCl, jede Beweiskraft im Sinne Siegfrieds verloren 
Auch die Abscheidung der Pfeifferschen Aminosaure-Neutralsalz 
verbindungen durch Kalte und Alkoholzusatz ist mit Siegfrieds Ver 
fahren identisch. 


2. Ebensowenig beweisend ist die Beobachtung einer Léslichkeits 
erhéhung fiir CaCO, bei Ubersittigung von mit CaO versetztem 
durch Dialyse gereinigtem SerumeiweiB mit CO,. Diese Anordnung 
ist, nebenbei bemerkt, nicht vergleichbar mit unseren Léslichkeits. 
versuchen an CaCO, als Bodenkérper. Siegfried drangt namlich bei 
seinem Verfahren die in unserem Falle gesteigerte alkalische Hydro- 
lyse zuriick und iibersattigt mit Ca(HCO,),, begiinstigt durch das 
anwesende Protein. Siegfried sieht in der Beobachtung, daB es dann 
mit der Zeit zu einer Abscheidung von CaCQ, unter zeitlicher Ab- 
nahme der elektrischen Leitfahigkeit kommt, zu Unrecht ein 
zwingendes Beweisstiick fiir das urspriingliche Vorhandensein von 
Carbaminat, dessen Leitfahigkeit auf diese Weise sogar direkt meBbar 
sein soll. 





3. Die dritte Gruppe, nach Siegfrieds Auffassung, beweisender 
Beobachtungen bildet die von ihm festgestellte betrachtliche Steigerung 
der Leitfahigkeit von Glykokoll- und Alaninlésungen durch Einleiten 
von CO,, welche mit zunehmendem Aminosauregehalt wachst. Ein 
solcher Leitfahigkeitsanstieg kann jedoch auf die gleiche Weise wie 
bei irgend einem anderen Séurezusatz zustandekommen. Wir miissen 
nimlich allgemein in Aminoséuren und Proteinen ein Gleichgewicht 
von vier Formen annehmen; zwei ionischen, einer zwitterionischen 
und einer neutralen oder Pseudoform (im Sinne von Hantzsch). 


NH,.R.COO-, COOH.R.NH}, “OOC.R.NH?, COOH.R.NH,, 
A- A “At Ae 


Abkiirzung 





Von diesen Molekilarten kénnen A® und A™ mittels ihrer. Amino 
gruppen mit H,CO, = H* + HCO; unter Ubergang in die Ammonium. 
formen reagieren, denen freie Bicarbonationen zugehéren. Aber auch 
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las zwitterionische ~A~ kann schlieBlich unter Anlagerung von H an 
las Carboxyljon im CO,-Uberschu8 gleichfalls Bicarbonationenver- 
nehrung in der Lisung bewirken. Das Ergebnis wird somit ein Leit- 
fahigkeitsanstieg sein, vollkommen entsprechend etwa dem durch die 
Bildung von Ammonium bicarbonat in wasserigem Ammoniak mittels C O,- 
Einleitung. Bei manchen Polypeptiden und insbesondere den Proteinen 
sind diese Méglichkeiten durch die Vermehrung der Anlagerungspunkte 
im Molekiil entsprechend begiinstigt. In der Tat hat eine unter Beriick- 
sichtigung der Beweglichkeit der Bicarbonationen ausgefiihrte Be- 
rechnung der notwendigen Basenkapazitat der Proteine aus der ge- 
messenen Leitfahigkeitserhéhung bei reinsten Proteinen gezeigt, dab 
man auf diesem Wege zu Werten gelangt, die mit den sonstigen Er- 
fahrungen iibereinstimmen (Pauli, L. c.). 


Es gibt jedoch ein gerade bei den Eiweibkérpern gut ausfiihrbares 
experimentum crucis, um zwischen dem Auftreten einer Carbamin- 
siureform und der obigen Verbindung mit Kohlensaure zu entscheiden. 
Die erste Reaktionsweise mu namlich zu einer zweibasischen Saure, 
also zu gesteigerter Negativierung, die zweite hingegen zur Positivierung 
des Proteins fiihren. Das bedeutet im ersten Falle vermehrte anodische 
Uberfithrung eines negativen bzw. Umladung eines elektropositiv 
wandernden Proteins, im zweiten Falle Umladung eines negativen 
EiweiBkérpers und kathodische Wanderung desselben. Von diesem 
Gesichtspunkt ausgehend, hatten schon Pauli und M. Spiegel-Adolf' 
Uberfiihrungsversuche an mit CO, gesittigtem Seralbumin aus. 
gefiihrt, die fiir eine Erhaltung der anodischen Wanderung, also negative 
Aufladung des Proteins zu sprechen schienen. Gegen die Beweiskraft 
dieses Ergebnisses machte jedoch Pauli* spater selbst geltend, dab 
hier infolge Uberschichtung mit CO,-armem Wasser bzw. K Cl-Lésung 
der gleichen Leitfahigkeit in der Grenzschicht eine Art elektrodialytische 
Reinigung des Proteins und Entfernung der Kohlensaure erfolgen kann 
Wir haben deshalb die Versuche unter Beriicksichtigung dieses Um. 
standes mit der im methodischen Teile beschriebenen Anordnung in 
der CQ,-Atmosphare neuerlich aufgenommen und erweitert. [hr 
Resultat war véllig einsinnig. Das im frisch elektrodialysierten Zustande 
iiberwiegend kathodisch wandernde Pseudoglobulin (0,5 °,ig) wanderte., 
mit CO, gesattigt, rein kathodisch. Es findet dabei also keine Um 
ladung, sondern eine gesteigerte Positivierung statt. Dagegen zeigte 
unter den gleichen Bedingungen das sonst anodisch wandernde Ser- 
albumin und selbst das in reinem Zustande noch stirker saure Ov 


! Diese Zeitschr. 152, 360, 1924. 
2 Ebendaselbst 187, 403, 1927. 
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albumin seine positive Umladung infolge der Kohlensdure durch di 
starke rein kathodische Wanderung an. 


Durch diese Versuche ist die Frage der CO,-Verbindungen de: 
Proteine dahin entschieden, daB diese mit ihren Aminogruppen unte 
Elektropositivierung nach dem Typus einer Ammoniumbicarbonat 
bildung reagieren. Auf diese Reaktion ist auch der von Pauli un 
Mitarbeitern beschriebene und als CO,-Effekt der Luft gedeutet 
Leitfahigkeitsanstieg beim Stehen von EiweiBlésungen zuriickzufiihren 
die durch Elektrodialyse hochgereinigt waren. Diese Reaktion mut 
sich auch in der physikalisch-chemischen Konstitution dieser Lésunger 
in vieler Hinsicht geltend machen, wie an anderer Stelle ausgefiihrt 
werden soll, da unter Umstanden fiir ein Gleichgewicht das Produkt 
[H].{HCO,] eine bestimmende Rolle spielen wird. Versuche iiber 
eine Reihe einschlagiger Fragen sind am Institute im Gange. 


Das Ergebnis der Uberfiihrung in CO,-Atmosphare legte die Er 
wagung nahe. ob die kathodische Wanderung des Pseudoglobulins 
die demselben eine biologisch bedeutungsvolle Sonderstellung als 
elektropositiven SerumeiweiBkérper zuweist, lediglich die Folge seiner 
CO,-Aziditat darstellte. Sorgfiltige Uberfiihrungsversuche an einem 
in N,-Atmosphare, wie eingangs beschrieben. bei 440 Volt elektro 
dialysierten und gleichfalls unter Stickstoff der Elektrophorese unter 
worfenen 0.5°,igen Pseudoglobulin haben jedoch gelehrt, daB dieses 
auch unter vélliger Fernhaltung von CO, seinen iiberwiegend elektro- 
positiven Ladungssinn ungeandert bewahrt 


Zusammenfassung. 


1. CaSO, erfahrt durch die EiweiBkorper Seralbumin, Pseudo- 
globulin, Hamoglobin, und zwar in dieser Reihenfolge zunehmend, eine 
merkliche Léslichkeitserhéhung, die sich auf eine aus der gleichzeitigen 
Leitfahigkeitserniedrigung bestimmbare aquivalente Inaktivierung des 
Ca” und SO; zuriickfihren 1aBt. Diese hangt wahrscheinlich mit der 
Bildung polyvalenter Zwitterionen der Proteine zusammen, worauf 
auch die bemerkbare starke Hemmung der Hitze- und Alkoholgerinnbar- 
keit im Sinne von Paulis Theorie dieser Koagulationen bezogen wird 


2. Die bedeutend erhéhte Aufnahme von Ca beim Schiitteln 
dieser EiweiBkérper mit CaCO, als Bodenkérper mu dagegen als 
Ergebnis einer Ca-Proteinatbildung infolge der Hydrolyse des CaCO, 
angesehen werden. Sie geht demgema8 mit einer betrachtlichen Leit- 
fahigkeitserhOhung, verstarkten anodischen Wanderung und be- 
deutenden Abnahme der Hitze- und Alkoholgerinnbarkeit einher 
Dementsprechend steht auch das starkst saure Seralbumin um- 
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‘kehrt wie beim CaSO, an der Spitze der Reihe mit dem gréBten 


usmaB dieser Zustandsanderungen beim Sattigen mit CaCQ,. 

3. Durch geeignete Uberfiihrungsversuche wird der direkte Nach- 
eis erbracht, daB die EiweiBkérper, das am meisten saure negative 
Ovalbumin inbegriffen, durch CO, elektropositiv werden, demnach 
icht im Sinne der Bildung einer Dicarbonsaure (Siegfrieds Carbamino- 
jure), sondern nach dem Typus der Ammoniumbicarbonatbildung 


nit CO, reagieren 
4. Auf die physiologische Bedeutung dieser Befunde, die schon in 
inigen vorausgehenden Arbeiten Beriicksichtigung fanden. sei vor- 


aufig kurz verwiesen 











Studien iiber Pflanzenkolloide. 


XXII. Mitteilung: 
Uber die nach verschiedenen Methoden dargestellten Kartoffel-Amylopektine. 


Von 
M. Samee. 
(Nach Versuchen von 8S. Ce rnivec.) 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat in Laibach.) 


(Eingegangen am 30. Oktober 1928.) 


Die Diskussion iiber den organisch-konstitutiven Aufbau de: 
Starkesubstanzen ist in den letzteren Jahren wieder lebhaft geworden 
Wie etwa vor zwei Dezennien wird auch heute, wenn auch mit Hilfe 
neuer Methoden ein Meinungsaustausch dariiber gefiihrt, ob die uns 
bekannten Stirkesubstanzen auf einen oder auf mehrere Grundkérper 
(Elementarmolekelu, Individualgruppen usw.) zuriickzufiihren waren 
Gelegentlich der Arbeiten, welche diesem Thema gewidmet waren 
wurden vielfach die Starkekérner durch verschiedene MaBnahmen in 
eine Amylosenfraktion und in eine Amylopektinfraktion zerlegt und 
diese Fraktionen nach verschiedenen organischen oder biologischen 
Methoden naher untersucht '!. Um einen ZusammenschluB der organisch 
chemischen Arbeiten einerseits und der kolloidchemischen bzw. physiko- 
chemischen Arbeiten andererseits zu erzielen, war es nun notwendig 
jene Produkte, welche den einzelnen Forschern als Ausgangsmateria! 
gedient haben, auch kolloidchemisch zu definieren®. 


‘ Die diesbeziigliche Literatur siehe bei H. Pringsheim, Polysaccharide 
(Berlin 1923); A. Karrer, Polymere Kohlehydrate (Leipzig 1925); M.Samec 
Kolloidchemie der Starke (Dresden-Leipzig 1927). 

2? Es sei an dieser Stelle nochmals auf eine Begriffsverschiebung hin- 
gewiesen, welche in der letzten Zeit —- nicht zum Vorteil der Klarheit 
iiberhand zu nehmen droht. Mit L. Maquenne bezeichnen wir als Amylopektin 
den kleisterbildenden Anteil der Starke. Dieser kann sowohl von der mit 
Jod sich blauenden als auch von der mit Jod sich rétenden Starkekomponent« 
durch Paarung mit Phosphorsdure gebildet werden. Einige Autoren iiber- 
nehmen den Namen Amylopektin fiir die mit Jod sich rétenden Starke 
anteile. Wenn auch im Falle der Kartoffelstarke im Resultat einer organisch 
chemischen Untersuchung eine richtige Substanzcharakterisierung zum 
Ausdruck kommt, liegt doch in einer Verallgemeinerung dieser Namens 
gebung die Gefahr einer neuerlichen Verwirrung, welcher wir besser aus- 
weichen sollten. 
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Die Ergebnisse eines solchen Vergleichs sind in der vorliegenden 
\litteilung zusammengestellt. 


Das fiir die Untersuchung notwendige Material wurde nach folgenden 
Vethoden aus reinster Kartoffelstarke gewonnen : 


1. Z. Gatin-Gruzewska! 14Bt 10g Kartoffelstiirke mit 500 ccm 
|°.iger Natronlauge aufquellen, verdiinnt auf 1 Liter und neutralisiert 
mit Essigsdure, wobei die Amylopektinhiillen ausfallen. Nach unseren 
Erfahrungen ist es besser, mit K OH (1,25 bis 1,5 n) zu arbeiten und dann 
wegen der starker dehydratisierenden Wirkung der Sulfate mit H, SO, 
zu neutralisieren®. Das erhaltene Produkt wurde fiir die vorliegende 
Untersuchung zunachst in Pergamentsicken mit Toluol iiberschichtet. 
bis zum Verschwinden der 8 O,-Reaktion dialysiert und hierauf elektro- 
dialytisch gereinigt, wobei bekanntlich auch eine Konzentrierung erfolgt. 
Nach dieser Methode war das Material in 6 bis 7 Tagen fertig, die Aus- 
beute betrug etwa 40°, der angewendeten lufttrockenen Starke. 


2. Nach C. Tanret behandelt man zur Abtrennung des Amylo- 
pektins je 0,2 g Starke dreimal mit je 200 ccm siedendem Wasser und 
sammelt den iibrigbleibenden Starkebestandteil*. Fiir die Gewinnung 
der von uns gebrauchten relativ groben Mengen Amylopektin ist 
diese Methode wenig geeignet. Um 20g Amylopektin zu erhalten, 
brauchten wir 70 Liter Starkesuspension, zum Auswaschen des Amylo- 
pektinniederschlags waren dann 300 Liter destilliertes Wasser not- 
wendig. Die Amylopektinsuspension hatte schlieBlich ein Volumen 
von 20 Liter, welches dann durch die Elektrodialyse auf etwa 700 ccm. 
bei einem Trockensubstanzgehalt von 3°.,. reduziert wurde. Die Aus- 
heute betrug nahe an 29°. 


3. J.J. L. Zwikker fillte das Amylopektin aus einem 2,5", igen 
Kleister durch Zusatz von 0,25°,, CaCl,*. Das erhaltene Amylopektin 
wurde von uns zuerst in Pergamentsicken unter Toluol dialysiert und 
nach dem Verschwinden der Cl-Reaktion elektrodialytisch weiter 
gereinigt. Das Material war innerhalb 7 bis 8 Tagen fertig. die Aus 
heute betrug 33°, der lufttrockenen Starke. 

4. A. R. Ling und D. R. Nanji* sowie H. Pringsheim und G. Wolf 
sohn® fallen einen 5°, igen Starkekleister durch Gefrieren, waschen 
das Koagulum mit Wasser von 60° und behandeln es schlieBlich mit 


'C. r. 146. 540, 1908. 

2 M. Samec, Kolloidchem. Beih. 6, 23, 1914. 
°C. r. 158, 1353, 1914. 

* Rec. des travaux bot. neerlandais 18, 78, 1921. 
* Journ. Chem. Soc. London 128, 2666, 1923. 


5 B. 57, 787, 1924. 
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alkoholgefallter Malzdiastase, wobei nach ihren Angaben wohl 
Amylosen, nicht aber das Amylopektin angegriffen wird. Ausbeute 40 


5. Das Amylopektin 14Bt sich auch durch Bariumhydroxyd av. 
der Starkelésung ausfallen'. Da uns genauere Angaben nicht zugiinglic) 
waren, wurde durch Vorversuche die Arbeitsweise ermittelt, die 2. 
einem brauchbaren Ergebnis fiihrt. Man fallt hierzu am besten cic 
gesamte Stirkesubstanz durch iiberschiissiges Bariumhydroxyd uni 
wiascht nun den Niederschlag mit angesiuertem Wasser (HCl) derart 
da die Reaktion der Mischung neutral wird. Wird dabei gut um 
geriihrt und fiir eine Zerkleinerung der Klumpen Sorge getragen, so 
laBt sich eine Trennung in ein schleimiges Koagulum und eine fast 
klare Lésung erreichen. Nach zwei- bis dreimaligem Waschen mit 
Wasser zeigt die schleimige Masse eine rotviolette Farbe. Nun wird 
abermals mit Ba(OH), gefallt und wie beschrieben gewaschen, wobei 
ein Schleim mit schén roter Jodfarbe resultiert. Das Produkt wird 
durch Dialyse und Elektrodialyse weiter gereinigt. Arbeitsdaue: 
6 bis 7 Tage. Ausbeute 25 °;, der lufttrockenen Starke. 


Die Barytmethode erlaubt nun auch aus dem nach einer beliebigen 
anderen Methode erhaltenen Amylopektinniederschlag den Erythrokérper 
abzuscheiden. Geht man z. B. vom Gruzewska-Amylopektin aus, so labt 
sich aus 1000 ccm einer 1°, igen Lésung durch Zusatz von 385 ccm 
einer gesittigten Bariumhydroxydlésung eine Fraktion ausfillen 
welche mit Jod eine violette, ins Rot iibergehende Farbenreaktion 
zeigt, wihrend die Lésung rein rot wird. Um diesen Erythrokérper 
zu isolieren, wird die Flissigkeit mit tiberschiissigem Ba(OH), gefallt 
mit angesauertem Wasser gelést und die Lésung dialytisch und elektro 
dialytisch gereinigt. Eine Phasentrennung tritt hierbei nicht ein 
Ausbeute 50°, des angewendeten Amylopektins. 


Fiir die kolloidchemische Untersuchung wurde die erhalten 
Substanz nicht in den Trockenzustand iibergefiihrt, da die Amylo 
pektine, einmal getrocknet, sehr schwer wieder in Lésung zu bringen 
sind. Die Charakteristik der einzelnen Produkte erfolgte nach den 
von uns vielfach verwendeten Methoden, die, hinlanglich bekannt 
hier nicht naher beschrieben zu werden brauchen. Die Resultate sin« 
in der Tabelle I zusammengestellt, aus welcher einige allgemeiner 
wichtige Tatsachen herausgehoben werden sollen. 


Von den fiinf hier durchprobierten Methoden geben die Vor 
schriften von Gruzewska, Tanret, Zwikker und die Barytmethode unte: 
einander sehr ahnliche Produkte und stimmen im wesentlichen mit 


! Vel. E. Stern, Zeitschr. f. angew. Chem. 41, 88, 1928. 
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dem Resultat tiberein, zu welchem die elektrodialytische Abscheidung 
des Amylopektins aus einer ' Stunde auf 120° erhitzten Lésung fiihrt. 
Hie Amylopektinfraktion stellt im allgemeinen eine grauweiBe. durch- 
scheinende Gallerte dar, nach der Methode A. R. Ling und D. R. Nanji 
erhalten, bildet sie aber mit Wasser eine weiBe, undurchsichtige Sus- 
pension. 


In allen Fallen gibt das Produkt mit Jod eine rote Farbenreaktion 
und reprasentiert einen gar nicht unbetrachtlichen prozentualen Anteil 
(/, bis 1/,) der Gesamtstairkesubstanz. Dieser Umstand bestatigt 
unsere wiederholt vertretene Anschauung, dab im Starkekorn neben 
den Amylokérpern (die sich mit Jod blauen) auch Erythrokérper 
priformiert sind, wie dies ja z. B. auch A. Meyer angenommen hat!. 


Die Amylopektingallerten lassen sich mit Wasser, namentlich 
unter Erwarmen, in gleichmaBige Lésung bringen, ausgenommen das 
Amylopektin nach A. R. Ling und D. R. Nanji, welches erst bei 138° 
in Lésung geht. Um den Vergleich mit den sonst im Laufe der Studien 
iiber Pflanzenkolloide untersuchten Produkten zu haben, erhitzten 
wir die verdiinnten Amylopektingallerten ', Stunde auf 120°. Hierbei 
resultierten ausnahmslos opaleszente, zeitlich stabile Lésungen mit 
roter Jodfarbe und ziemlich hoher Zahigkeit (¢/t, — 1.9 bis 2,6). Der 
P,O,-Gehalt der festen Substanz bewegt sich in den Grenzen, die wir 
sonst fiir das Kartoffelamylopektin gefunden haben (P,O; = 0,17 °,). 
ebensowenig zeigt die mittlere TeilchengréBe gréBere Abweichungen 
von den sonst beobachteten Werten. Auch in diesen beiden Punkten 
steht das durch Ausfrieren und Diastasewirkung dargestellte Amylo- 
pektin etwas abseits; die Lésung dieses Priparats enthalt ja 46°, 
durch Kollodium permeable Substanz. 


Bei der Elektrodialyse trennt sich die Amylopektinlésung in zwei 
Phasen, welche voneinander in erster Linie durch den P,O,-Gehalt 
unterschieden sind. Die Solsubstanzen haben etwa 0,04°,, P,O,, die 
Gelsubstanz um 0,14°,,. Die elektrische Leitfahigkeit und die Kon- 
zentration der elektrometrisch aktiven H-lonen bewegen sich ganz 
in den Grenzen, die sonst beobachtet wurden, dasselbe gilt auch vom 
Verhaltnis Phosphorgehalt : aktive H-Ionen. 


Die verschiedenen zur Darstellung des Amylopektins vor- 
geschlagenen Methoden fiihren demnach zu im Wesen denselben Pro- 
dukten wie die elektrodialytische Abscheidung, und es lassen sich die 
Erfahrungen, welche einzelne Forscher an den auf verschiedenen Wegen 
erhaltenen Amylopektinen gesammelt haben, synoptisch zur Ent. 


1 Untersuchungen iiber die Starkekérner, 8S. 79. Jena 1895. A. Meyer 
uannte den mit Jod sich rot farbenden Anteil Amylodextrin. 
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ratselung der Amylopektinfrage bzw. der Frage nach der Besonderhe\; 
der Erythrofraktion der Stirke auswerten. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurden die kolloidchemischen un! 
physiko-chemischen Eigenschaften einiger nach verschiedenen Methode: 
dargestellten Amylopektine aus Kartoffelstirke untersucht. Es zeigt: 
sich, daB im Prinzip die nachgepriiften Methoden zu identischen Pro 
dukten fiihren, einige Abweichung zeigt nur das Amylopektin, welches 
nach A. R. Ling und D. R. Nanji bzw. H. Pringsheim und K. Wolfsoh» 


erhalten wird. 
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0 Studien iiber ein neues Enzym Glykoseoxydase. I[I.' 
7" Von 


D. Miiller. 


Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitat und der 
kgl. Landbauhochschule, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 3. November 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


A. Die Spezifitit der Glykoseoxydase. 

Aus Aspergillus niger hergestellte Glykoseoxydasepraparate 
(kultiviert auf glykosehaltigem Substrat) wurden hinsichtlich ihrer 
Wirkung auf verschiedene Verbindungen untersucht. 

Die Versuche wurden auf die gewéhnliche Weise ausgefiihrt, indem 
den Lésungen der Enzympraparate Filtrierpapier, 2°, Toluol und einer 
der Stoffe, der gepriift werden sollte, zugefiigt wurden. 

Die Resultate sind in Tabelle | zusammengefabt. 

Wie aus der Tabelle I hervorgeht, werden folgende Stoffe von der 
Glykoseoxydase nicht angegriffen: d-Fructose, d-glykonsaures Calcium, 
Glycerin, Dioxyaceton?, Acetaldehyd, d-Xylose und d-Arabinose’*. 

Dagegen werden in geringem Grade angegriffen: d-Mannose und 
d-Galaktose. 

Ob es sich in den letzten Fallen um eine besondere Mannoseoxydase 
und Galaktoseoxydase handelt, ist noch nicht endgiiltig entschieden. 
Spater zu besprechende Versuche iiber den Enzymgehalt in Aspergillus 
niger, der auf Mannose geziichtet war, weisen jedenfalls darauf hin, dal 
keine spezifische Mannoseoxydase existiert, sondern dab entweder die 
Glykoseoxydase ebenfalls die — wenn auch geringe Umwandlung 


1 Der erste Teil dieser Abhandlung ist in dieser Zeitschr. 199, 136, 1928 
veréffentlicht worden. 

2 Hergestellt durch Oxydation von Glycerin mit Bacterium xylinum: 
das Praéparat ist mir freundlicherweise von Herrn Professor Dr. P. Boysen 
Jensen iiberlassen worden. 

3 Unter diesen Bezeichnungen von C. A. F. Kahlbaum bezogen. 
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der Mannose bewirkt, oder dali die Mannose von einer in den Praparaten 
vorhandenen Isomerase! in Glykose umgelagert wird. 

Die Glykoseoxydasepriparate wirken jedenfalls auBerordentlich 
spezifisch. Man hat bisher kaum Enzyme aufgefunden, die in ihrer 
Wirkung eine gréBere Spezifitat aufweisen. 

Wie bereits in der ersten Mitteilung erwahnt, fand Mazximow (I. c.) 
in Ubereinstimmung mit meinen Versuchen, daB Glykose, nicht aber 
Glycerin, ,,in hohem Grade die Wirksamkeit der Glykoseoxydase steigerte“. 
B. Enzymgehalt in Aspergillus niger, kultiviert auf nichtglykosehaltigem 

Substrat. 

Aspergillus niger kann die verschiedensten Kohlenstoffverbindungen 
als Kohlenstoffquelle verwerten. Ein Vergleich des Nahrwerts einer 
Reihe von wichtigen Verbindungen fiir Aspergillus niger (bestimmt 
durch die Trockensubstanzausbeute bei einem Wachstum innerhalb 
21 Tagen bei 20° auf 50 cem Substrat mit 1,5 g Kohlenstoffquelle und 
0.5g Asparagin, sowie Aschenbestandteilen) findet sich bei Czapek?, 
der folgende Zahlen angibt: 








Pilztrocken: Pilztrocken- 
C-Quelle substanz C-Quelle substanz 
Ing mg 

Inulin . . 619,6 Il-Xylose . ;, 512,7 
Stirke . ; 374.9 Rhamnose 391,2 
Maltose. . 55,2 1-Arabinose 350.0 
d-Fruetose ; 523,7 d-Mannit . 416.1 
d-Galaktose . 489.3 d-Sorbit . .. 542.5 
d-Mannose F 286.8 d-Glykonsaure. . 253.8 
d-Glykose 477.1 d-zuckersaures Na . 249.8 


Sowohl der dkonomische Koeffizient als auch der ékonomische 
Effekt sind fiir die diversen Verbindungen verschieden und wechseln 
auBerdem je nach der Temperatur, dem Zusatz von verschiedenen 
Reizstoffen usw. Im wesentlichen ergibt sich jedoch aus Czapeks Tabelle, 
da Pentosen und Hexosen gleichwertig sind, und dab sowohl 
d-Glykonsaure als auch d-Zuckersaéure durchaus brauchbare C-Quellen 
sind, 

Da die Glykoseoxydase aber, wie gezeigt, nur auf Glykose und 
in geringem Grade eventuell auch auf d-Mannose und d-Galaktose 
einwirkt, und da im PreBsaft und in den Enzympraparaten aus Asper- 
gillus niger keine Enzyme nachgewiesen werden konnten, die andere 


1 Isomerasen-hypothetische Enzyme, die Monosaccharide in andere 
Monosaccharide umlagern. 


2 F. Czapek, Beitr. z. chem. Physiol. 8, 47, 1903. 
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Hexosen, Pentosen, Glykonsiure, Glycerin oder Dioxyaceton a: 
greifen, so bestand die Méglichkeit, daB es sich bei Aspergillus nige: 
um eine ausgepragte Fahigkeit zu adaptiver Enzymbildung oder, w 
lieber die Kylinsche Bezeichnung! anzuwenden, um quantitative wn 
qualitative Enzymregulation handelt. Wahrend quantitative Enzym 
regulation bei Aspergillus niger in bezug auf Amylase, Inulinase und 
Lipase nachgewiesen ist (Literatur in Oppenheimer, |. c. (20), 8. 419ff.) 
ist qualitative Enzymregulation fiir Aspergillus niger hinsichtlich der 
Tannase (Knudson*) und Zymasebildung (Kostytschew und Afanas» 
jewa*) festgestellt worden. Zymase konnte in Aspergillus niger, kultiviert 
mit Pepton als C- und N-Quelle, nicht nachgewiesen werden. (Die 
Zymase wurde allerdings in den Versuchen der letzterwahnten Autoren 
nicht von den lebenden Zellen getrennt, sie untersuchten aber, ob 
Mycelien von Aspergillus niger in einer H,-Atmosphire Alkohol bildeten 
oder nicht.) 

Im folgenden wird beschrieben, wie sich die Glykoseoxydase- 
bildung auf verschiedenen nichtglykosehaltigen Substraten vollzieht 


a) Aspergillus niger, kultiviert auf Mannose als C-Quelle. 


Aspergillus niger wurde auf 20 300 ccm fassenden Erlenmeyerkolben 
mit je 100 cem sterilem Mannosesubstrat tiberimpft. Das Mannosesubstrat 
bestand aus der in der Nahrlésung I angewandten Salzmischung + Citronen- 
siure, jedoch war als C-Quelle 1°, Mannose (wegen der Kostspieligkeit 
der Mannose nicht mehr) hinzugefiigt. Der Pilz wuchs in der Zeit von 
5 Tagen bei 32° zu einem diinnen, mit einigen Konidien versehenen Hautchen 
heran, das mit Wasser abgespiilt und in einer Handpresse abgepreBt wurde. 

Gewicht des trockengepreBten Pilzes 8g; er wurde gleich zur Dar 
stellung eines Alkohol-Ather-Dauerpraparats verwendet. Gewicht des 
Dauerpraéparats 2,2 g. 

Das Dauerpraparat wurde auf die Behalter I bis IV mit je 0,5 g verteilt. 
AuBerdem wurden allen 4ccm H,O + 0,1 cem Toluol beigegeben. Dem 
Behialter I noch 0,2 g Glykose, Behalter II 0,2 g Mannose und Behalter ITI 
0.2 g Fructose. Die Behalter blieben 24 Stunden lang bei 18° stehen. 

Gasanalysen und elektrometrische Titration nach Beendigung des 
Versuches ergaben die in Tabelle II zusammengestellten Resultate. 


Der Versuch zeigt, daB auch bei Mannosezusatz bedeutende Mengen 
Glykoseoxydase gebildet werden, wogegen die Wirkung auf Mannose 
kaum gréBer ist, als wenn der Pilz auf Glykose kultiviert wird. [Die 
Mehrabsorption von O, bei Zusatz von Mannose zum Enzympraparat, 


dividiert durch die Mehrabsorption von O,, bei Zugabe von Glykose 
2@4 


ergibt fiir das Enzympraparat aus der Mannosekultur “T = 0,24, 


1 H. Kylin, Jahresber. f. wiss. Bot. 53, 465, 1914. 
? L. Knudson, Journ. of biol. Chem. 14, 185, 1913. 
3 S. Kostytschew und M. Afanassjewa, Journ. f. wiss. Bot. 60, 628, 1921. 
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wahrend dasselbe Verhaltnis fiir Enzympraparate aus Glykosekult\, 


=a od 
19.97 0,20 (Tabelle I der 1. Abhandlung, Enzympraparat Nr. 163 
amet 

ergibt. } 


Dieser Befund, da das Praparat aus Mannosekultur nicht stirker 
auf Mannose wirkt als das Praparat aus Glykosekultur, weist darauf 
hin, daB die Wirkung auf Mannose nicht von einer spezifischen Mannose 
oxydase stammt, denn dann wiirde wahrscheinlich bei dem Mannos: 
versuch mehr Saure gebildet werden. 

Die Wirkung der Glykoseoxydase auf Mannose kann auf ver 
schiedene Weise erklart werden. Entweder katalysiert die Glykos: 
oxydase wenn auch nur in geringem Grade — auch eine Oxydation 
von Mannose in d-Mannonsiure, oder die Mannose wird von einer 
Isomerase im PreBSsaft vor der Oxydation in Glykose umgelagert 
Welche dieser beiden Méglichkeiten realisiert wird, ist nicht untersucht 
worden, 


b) Aspergillus niger, kultiviert auf Fructose als C-Quelle. 

Aspergillus niger wurde auf die in der ersten Mitteilung angegeben 
Weise kultiviert, nur wurden 5°, Fructose anstatt Glykose im Substrat 
(Nahrlésung II) angewandt. Der Pilz wuchs in 2 Tagen bei 32° heran. 
worauf man ihn wie gewéhnlich hungern lieB und das Material darauf ab 
preBte. Der PreBsaft wurde gleich auf die Behalter I bis TV mit je 5 cen 
verteilt. Jedem wurde noch 0,1 cem Toluol und zwei 11l-em-Filter bei- 
gegeben. AuBerdem wurden den Portionen I 0,5 g Glykose, IT 0,5 g Fructos: 
und III 0,5g Galaktose beigegeben. Die Behalter blieben 24 Stunden 
lang bei 25° stehen. 

Gasanalysen und elektrometrische Titrationen nach Beendigung de- 
Versuches ergaben die in Tabelle IIIT zusammengestellten Resultate. 

Tabelle IL] zeigt, daB auch auf Fructosesubstrat groBe Mengen 
Glykoseoxydase gebildet werden, wahrend mit den hier angewandten 
Methoden kein Enzym nachgewiesen werden konnte, das Fructos: 
angreift. Vielleicht wird Fructose erst nach Umlagerung in Glykos 
abgebaut. Die Katalysatoren, die diese Umlagerung bewirken, 
schwinden gegebenenfalls bei der Herstellung von PreBsaft, oder die Glykos: 
oxydase greift iiberhaupt nicht ein bei dem Abbau der Fructose, die dann 
mit Hilfe anderer Enzyme bewerkstelligt werden mup. Die grobe Meng: 
von Glykoseoxydase im PreBsaft aus Aspergillus niger, kultiviert auf 
Fructosesubstrat, kénnte am ehesten darauf hindeuten, dap die Fructo» 
iiber Glykose abgebaut wird. 

Aspergillus in vivo verhalt sich nach Molliard' ziemlich eigenartig 
Fructose gegeniiber. Nach Molliard wird unter den gegebenen Versucli- 
bedingungen am meisten Glykonséure gebildet, wenn Saccharose als 


t M. Molliard, C.r. 178, 161, 1924. 











Gly 
bel 
134 
auf 
wel 
wu 
0.5 


stel 


ZUSs 


All 


kult 


geb 
Wi 














Glykoseoxydase. II. 117 


(- Quelle dient. Wenn Glykose als C- Quelle vorhanden ist, steigert Fructose 
in hohem Grade die Bildung von Glykonséure. In reiner Fructosekultur 
wird etwa ein Drittel derjenigen Séuremenge gebildet, die in reiner Glykose- 
kultur hervorgebracht wird, aber die Art der Saure ist nicht bestimmt 
worden. Nach Bertrand’ und Waterman? bilden Essigsiurebakterien 
Glykonséure nur auf Glykose, nicht auf Fructosesubstrat. 


Dies schlieBt jedoch nicht die Annahme aus, da Fructose bei 
den Essigsiurebakterien iiber Glykose oxydiert wird, indem die Glykose- 
oxydase in diesem Falle nur so viel Glykonsiéure bilden kann, dab 
diese gleich weiter oxydiert wird. In welcher Weise sich indessen die 
von Molliard aufgefundenen Verhaltnisse am besten erklaren lassen, 
ist vorlaufig noch unentschieden. 


c) Aspergillus niger, kultiviert auf Glycerin als C-Quelle. 

Aspergillus niger wurde unter Anwendung von 5°, Glycerin anstatt 
Glykose im Substrat (Nahrlésung IIT) kultiviert. Der Pilz wuchs in 3 Tagen 
bei 32° heran, wonach man ihn wie gewéhnlich hungern lieB und abpreBte. 
130g .,trockengepreBter“ Pilzmasse ergaben 33ccm PreBsaft, der gleich 
auf die Behalter 1 bis [TV mit je 5cem verteilt wurde. Jedem Behialter 
werden noch zwei 1 l-cm-Filter und 0,lcem Toluol beigegeben. Zu Behalter IT 
wurden 0,5 g Glykose, zu Behalter IIT 0,5 g Glycerin und zu Behalter IV 
0.5g¢ Fructose hinzugefiigt. Die Behalter blieben 24 Stunden lang bei 25° 
stehen. 


Gasanalysen nach Beendigung des Versuches ergaben die in Tabelle 1V 
zusammengestellten Resultate. 


Tahe lle l V. 


Alle Versuche bei 25°. Versuchsdauer 24 Stunden. S5ccem Prebsaft, aut- 
gesaugt auf zwei 1l-cem-Filter. 





O, absorbiert C Os ausge- 
5 > _ 2 : 
Enzympraparat com F ~~ red com Toluol in com schieden in com 
eigegeden (0°, 760 mm) (0°, 760 mm) 
0.4 3.35 
> } tc had ‘ ‘ ‘ 
Prebsaft aus | 0.5 ¢ d-Glykose 0.4 3.38 
Aspergillus niger J 
kultiviert auf Glycerin | OO g Glycerin. ‘ 03 3.57 
O0.5g¢ d-Fructose ‘ O38 3.42 


Die Versuche in Tabelle IV zeigen: Es wird keine Glykoseoxydase 
gebildet, wenn Aspergillus niger auf Glycerin als C-Quelle kultiviert wird 
Wir haben hier ein neues Beispiel einer qualitativen Enzymregulation 


' G. Bertrand, Ann. de Chim. et de Phys. Ser. 8, 3, 181, 1904. 
2 H. Waterman, Centralbl. Bakt. IT, 88, 451, 1913. 
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(Es ware denkbar, dab die gebildete Glykoseoxydase hier besonde,, 
labil ware, wahrscheinlicher ist aber die erste Erklarung.) Dagegen 
existiert kein anderes Enzym als Ersatz, das Glycerin mit dem O, de 
Luft primar oxydiert, jedenfalls ist ein solches im PreBsaft nicht mel 
vorhanden, 


d) Aspergillus niger, kultiviert auf Weinsdure als C-Quelle. 


Aspergillus niger wurde in der friiher angegebenen Weise kultiviert, 
nur wurden 5°, Weinséure anstatt Glykose im Substrat (Nahrlésung I\ 
angewandt. Der Pilz wuchs in 5 Tagen bei 32° heran, worauf man ily 
wie gewohnlich hungern lie®B und dann abpreBte. 272 g ,,trockengepreBter* 
Pilzmasse ergaben 120 ccm PreBsaft. Der PreSsaft wurde mit Alkoho!- 
Ather (2: 1.12) gefaillt. Ausbeute 3,4g Trockenpriparat. 1g Trocken- 
praparat wurde in 17 ccm destillierten Wassers gelést und auf die Be- 
halter I bis ITI mit je 5cem Enzymlésung verteilt. AuBerdem wurden 
zwei 1l-cm-Filter und 0,1 cem Toluol beigegeben. Dem Behalter I wurden 
auBerdem 0,5g Glykose und dem Behilter III 0,5 g normalen Kaliurm 
tartrats beigegeben. Die Behalter blieben 24 Stunden lang bei 25° stehen. 

Die Gasanalysen nach der Beendigung des Versuches ergaben das in 
Tabelle V wiedergegebene Resultat. 


Tabelle V. 


Versuch bei 25°. Versuchsdauer 24 Stunden. 5cem Enzymldésung aut 
gesaugt auf zwei 11l-cem-Filter. 





> - oO, >O. . 
5cem Enzymlésung + 0,1 com dg absorbiert §= CO; auage 


Enzympraparat - = in com schieden in ccm 
— Toluol, beigegeben: (0°, 760 mm) (0°. 760 pay 
Trockenpraparat aus | 05a éGbiee. .... 0 1.42 
» 4 - 
PreBsaft aus Asper a 1.43 
gillus niger kultiviert 0.5¢ Keliumtertrat . . . 0 1.27 
auf Weinsiure 


Aus den in Tabelle V zusammengestellten Versuchen geht hervor 
da im PreBsaft aus Aspergillus niger von der Weinsaurekultur dic 
Glykoseoxydase fehlt, desgleichen im PreBsaft aus der Glycerinkultur 
Wir haben es wahrscheinlich auch hier mit einer qualitativen Enzym- 
regulation zu tun. Dagegen gab die gasanalytische Untersuchung 
keine Aufschliisse tiher das Vorhandensein eventucller anderer Enzyme 
im Prefsaft aus Weinsiurekultur, wobei weinsaure Saize angegriffen 
werden, 


Die Untersuchungen iiber den PreBsaft aus Aspergillus niger von 
Glycerin- und Weinsdurekulturen scheinen aufBerdem bedeutsame 
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Aufschliisse iiber die Frage zu geben, in welcher Weise der respiratorische 
\bbau von Glycerin und Weinsiure tiber Monosaccharide fiihrt. 
Kostytschew' hat gezeigt, daB Aspergillus niger bei mangelhafter Sauer- 
stoffzufuhr oder bei volistéandigem Sauerstoffmangel in Substraten 
mit entweder Mannit, Glycerin, Chinasaure, Weinsaure oder Milchsiure 
als C-Quelle, reduzierende Zuckerarten — in einigen Fallen als Glykose 
bestimmt — im Substrat bildet. Bei Anoxybiose wird der gebildete 
Zucker (s. auch Kostytschew und A/fanassjewa, |. c.) unter Bildung von 
C,H,OH 46 
CO, und Alkohol | ~~° etwa —] vergoren, falls das Substrat 
: CO, 44 
neutral gehalten wird. Kostytschew* schlieBt aus den Versuchen: 
. dies ist ein neuer Beweis dafiir, dab die Veratmung verschiedener 
stickstofffreier organischer Stoffe nicht nur tiber Zucker als Zwischen- 
stufe, sondern auch durch dieselben gekoppelten Reaktionen, die bei 
Zuckerernahrung stattfinden, bewerkstelligt wird’. Selbst wenn es 
sich als richtig erweisen wird, daB Aspergillus niger unter anderem auf 
Glycerin und Weinsaiure bei Anoxybiose Zucker im Substrat bildet, 
so liegt doch auch eine andere Moéglichkeit zur Erklarung dieses 
Phinomens vor, ohne daB man gleich annehmen muB6, daB Glycerin 
und Weinsiure respiratorisch tiber Monosaccharide als Zwischen- 
produkte abgebaut werden. Da Aspergillus niger auf Glycerin und 
Weinsiure als C-Quellen wachst, kann der Pilz natiirlich auch aus 
diesen Kohlehydrate bilden, da sowohl seine Zellwiinde als auch die 
wichtigsten aufgespreicherten Nahrstoffe Kohlehydrate sind. Nun 
hat indessen Boysen Jensen® gezeigt, daB in Keimpflanzen von Hordeum 
sativum auf Kosten von nichtreduzierenden Zuckerarten bei Anoxybiose 
reduzierende Zuckerarten angehauft werden, und die Méglichkeit, 
daB dasselbe bei Kostytschews Versuchen der Fall ist, kann nach seinen 
Untersuchungen nicht ausgeschlossen werden. 


Dagegen scheint es schwierig, die vorher tiber den Enzymgehalt 
in Aspergillus niger bei Wachstum auf verschiedenen Substraten mit- 
geteilten Tatsachen zu erklaren, falls man nicht annimmt, daB Glycerin 
und Weinsiure bei dem respiratorischen Abbau nicht iiber die Stufe 
der Monosaccharide umgewandelt werden. Denn aus welchen Griinden 
kann man dann nicht Glykoseoxydase im PreBsaft aus Aspergillus 
niger, der auf Glycerin und Weinsaéure geziichtet ist, nachweisen ’ 
Solange diese Frage nicht auf andere Weise befriedigend gelist ist, 
muff man es meiner Meinung nach fiir wahrscheinlich halten, dap Glycerin 


1 S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 236, 1920 
2 Derselbe. Die Pflanzenatmung 1924, S. 119. 
’ P. Boysen Jensen, diese Zeitschr. 40, 420, 1912. 
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und Weinsdure von Aspergillus niger nicht iiber die Stufe der Mono- 
saccharide als Zwischenprodukte abgebaut werden. 


C. Der Einflu8 verschiedener Faktoren auf die Glykoseoxydasewirkung. 

a) Wirkung der Glykoseorydase in einer Wasserstoffatmosphdre. 

Um die Wirksamkeit der Glykoseoxydase naher zu beleuchten, wurc 
diese teils in atmospharischer Luft, teils in sauerstofffreier Luft gemessen. 

Die Behialter, die sauerstofffrei gemacht werden sollten, wurden luftlee: 
gepumpt, mit Wasserstoff (hergestellt aus chemisch reinem Zink + reine: 
verdiinnter H,SO,, mit KOH gewaschen) gefiillt, wieder leergepumpt, 
mit Wasserstoff gefiillt usf., im ganzen dreimal. Voranalysen zeigten, da! 
die Luft auf diese Weise praktisch genommen sauerstofffrei wurde. 

Voranalyse. Behialter dreimal ausgepumpt, dreimal mit Wasserstofi 
gefiillt, gleich analysiert: CO, = 0,00%, O, 0,07°. Behalter dreima! 
ausgepumpt, dreimal mit Wasserstoff gefiillt, jedoch erst nach dreima! 
24 Stunden analysiert: CO, = 0,029, O, = 0,09 %. 

Enzymversuche. 5g Enzymtrockenpraparat aus Aspergillus nige1 
wurden in 45 cem H,O gelést und durch Watte filtriert. Zu 32 cem wurden 
2,3 g Glykose hinzugefiigt (Enzymlésung mit Glykose). Die Enzymlésungen 
wurden auf sieben Behialter verteilt mit je zwei 11l-cm-Filter + 0,1 cen 
Toluol wie folgt: 


Behalter I 5cem Enzymlésung mit Glykose. Ausgepumpt und mit H, 


gefiillt. 
oo ee _ mit Glykose. 

= oe ” ohne Glykose. Ausgepumpt und mit H, 

gefiillt. 
iy Bw - ohne Glykose. 

* VS ws - mit Glykose. Zur sofortigen Zucker- 
bestimmung. 

oo wae - mit Glykose. Ausgepumpt und mit H, 
gefiillt. Zur Zuckerbestimmung nach 
dem Versuch. 

| te - mit Glykose. Zur Zuckerbestimmung 


nach dem Versuch, 

Alle Behalter — auBer V, der gleich in Anspruch genommen wurde - 
blieben 24 Stunden lang bei 18° stehen. Gasanalysen, elektrometrische 
Titrationen und Zuckerbestimmungen nach Beendigung des Versuches 
ergaben die in Tabelle VI zusammengestellten Resultate. 

Wie aus den Versuchsresultaten hervorgeht, ist die Glykoseoxydas¢ 
im PreBsaft aus Aspergillus niger nur dann wirksam, wenn die wm- 
gebende Atmosphiire Sauerstoff enthdlt. In einer Wasserstoffatmosphar: 
erfolgt weder Sdurebildung noch Glykoseverbrauch. Die CO,- Bildung 
verlduft dagegen unabhingig von der Gegenwart von Sauerstoff. 


In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen fand Maximow (I. c.). 
wie erwihnt, daB die CO,-Bildung ir glykosehaltigem PreGBsaft aus Asper 
gillus niger unabhangig von der Gegenwart von Sauerstoff ist. 
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Tabelle V1. 


\lle Versuche bei 18°. 5 cem Enzymlésung aufgesaugt auf zwei 11l-cm-Filter. 
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- Luft —, 4,502486,705,27 0,21 0 38.3 0.55 


Die Frage nach dem Ursprung des Kohlensiuredioxyds ist schon 
in der ersten Abhandlung iiber Glykoseoxydase beriihrt worden. 


h) Abhdngigkeit der Glykoseoxydasewirkung von der Reaktion. Autokatalyse 
bei der Glykoseoxrydasewirkung. 

Bei den Versuchen wurde Kroghs Mikrorespirationsapparat an- 
gewandt. 

0,2g Enzymtrockenpriparat einer gréGeren homogenen Portion 
Enzympraparat wurden in einem Mérser mit 2cem Wasser mit oder ohne 
CaCO, in Substanz (pulverisiert) oder 2cem Puffermischung (Citrat- 
mischungen und Phosphatmischungen nach Sdrensen! hergestellt) verriihrt. 
Hierauf wurde leem auf das Filtrierpapier im Rezipienten des Mikro- 
respirationsapparats pipettiert. In den Fillen, wo viel CaCO, hinzugefiigt 
wurde, wurde die Halfte abgewogen. Darauf wurde der Glashahn wieder 
an seinen Platz gebracht. Wahrend der ganzen Operation wurde der Mikro- 
respirationsapparat nicht von seinem Platze in einem 10-Liter-Wasserbad 
entfernt. Das Wasserbad stand bei Raumtemperatur (18°), und alle Ver- 
suche sind bei 18° ausgefiihrt. Die Versuchsresultate sind in Kubikmillimeter 
absorbierten Sauerstoffs (0°; 760 mm) angegeben. 

Die Bestimmungen des pq vor dem Versuche wurden auf die Weise 
vorgenommen, daS§ der Rest (d.i. die Halfte) der Versuchsportion im 
Moérser mit 5cem Wasser auf ein Priiparatenglas iibergespiilt wurde und 
die Spannung gemessen wurde. Bei den niedrigen Wasserstoffionen- 
konzentrationen wurde die Wasserstoffelektrode benutzt. Das py nach 
der Beendigung des Versuches wurde bestimmt, indem die Versuchsportion 

Filtrierpapier in 5cem Wasser gelegt wurde, 5 Minuten lang stehen 
blieb und dann gut abgepreBt wurde. In der abgepreBten Lésung wurde 
das py bestimmt. 


1S. P. L. Sérensen, Meddel. Carlsberg Laborat. 8S, 1, 1909 
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Die Versuchsresultate sind in Tabelle VII zusammengestellt. 
\uBerdem sind in Abb. 1 die Versuche 2, 6, 8, 10 und 17, in Abb. 2 
lie Versuche 12, 13 und 14 graphisch dargestellt. Abb. 3 zeigt die 
Sauerstoffabsorption in Kubikmillimetern pro 10 Minuten gleich nach 
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dem Verriihren. Das fiir die Versuche angegebene pg wird man in 

4 der Kolonne ,,py gleich“, Tabelle VII, vorfinden. Die Sauerstoff- 
absorption pro 10. Minuten gleich am Anfang des Versuches ist graphisch 
extrapoliert, wobei folgende Werte gefunden werden: 
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Versuch Nr. (Tab. VII) 2 5 6 7 s i) 1! 12 13 1 

a) .PuH* gleich. . he ig) a a 5,80 6,93 5.01 4.68 3,59 3,10 2,81'8,30 8.65 9.5 
b) Sauerstoffabsorption inemm pro 

19 Min gleich . . . ae 214 200 180 158 115 35 138 92 3S I 


c) Sauerstoffabsorption in emm 
gleich mit Glykose > Sauerstoff- 
absorption ohne Glykose in cem 


a i ee ee ee 174 101 


Auf Grund der Werte in Reihe (b) ist die Kurve Abb. 3 gezeichnet 
Die Kurve zeigt die Abhangigkeit der Glykoseoxydasewirkung von 
der Wasserstoffionenkonzentration und ahnelt typisch den Kurven 
fiir die Abhangigkeit anderer Enzymwirkungen vom px. 

In keiner der Kurven Abb. 1 bis 3 sind die Werte fiir Sauerstoff 
absorption .,ohne Glykose** von den Werten fiir Sauerstoffabsorption 
,mit Glykose** subtrahiert. Man sieht jedoch, daB die Kurvenbilder 
dadurch nicht wesentlich geandert wiirden, und die Zahlen sind daher 
direkt aus Tabelle VII iibernommen worden. 

Das Optimum der Glykoseox ydase liegt bei py 5,5 bis 6.5. Die Wirkung 
nimmt bei héherem py schnell ab und hat ein (H*)-Minimum bei py, 
etwa 10. Bei niedrigerem py nimmt die Wirkung etwas weniger ab 
Das (H*)-Maximum liegt unter px 2,8. 

Wie aus den Versuchen 3 und 5, Tabelle VII, hervorgeht, haben 
groBe Mengen von CaCO, einen etwas hemmenden EinfluB auf die 
Glykoseoxydase. 

Auch die Sauerstoffabsorption in Enzymlésungen ohne Glykose 
ist ungefahr ebenso, wie bei Gegenwart von Glykose, abhangig vom px; 
dieser Umstand deutet auch darauf hin, daB die Praparate Spuren von 
Glykose enthalten, oder daB Spuren von Poly- und Disacchariden 
nach dem Verriihren hydrolysiert werden. 

Es sei noch angefiihrt, dab die Glykose bei stark alkalischer 
Reaktion ohne Gegenwart von anderen Katalysatoren oxydiert wird 

Diese Oxydation geht jedoch bei gewohnlicher Temperatur langsam 
vor sich. Bei einem einzelnen Versuch ausgefiihrt mit derselben 
Methodik wie oben — wurde gefunden: 


Tabelle VIII. 





Minuten nach dem Verriihren war die Sauerstoff: 
0,2 g Glykose, verrihrt mit 2 ccm Pu absorption in cmm pro 10 Min. bei 18° 
m/15 Ky PO, gleich x ‘ ‘ 
20’ wW 40’ 60’ 90 


Versuch mit leem hierven 10,68 2 4 5 4 7 
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Nach Tabelle VIII kann es nur in geringem Grade und sicher nur 
bei den niedrigsten Wasserstoffionenkonzentrationen (Versuche 15, 
i6, 19 und 20, Tabelle VII) die OH-lonenkonzentration sein, welche 
die Glykoseoxydation in den obigen Versuchen katalysiert 

Bei den Versuchen, in denen Spoehr! Glykose und Fructose bei Zimmer- 
temperatur mit einem anorganischen Katalysator, Nag{[Fe,(P,O,),|. oxy- 
dieren konnte, nahm die katalytische Wirkung von niedrigeren Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen bis gegen den Neutralpunkt hin stark ab, im Gegen- 
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die i ak i i 
° 2 4 6 8 
Abb, 2. 
Ordinate = cmm Oy, absorbiert pro 10 Minuten bei 18°. Abszisse = Stunden nach dem Verruhren 


des Enzyms in der Flissigkeit. 





< Versuch 12, Tabelle VII (mit Glykose, Py gleich 8,30) 

e  e@ . 13, = Vii(. “ Pu - 8.65) 

v v . 14, « Wete ° Pu - 911) 
Abhangigkeit der Glykoseoxydasewirkung von der Wasserstoffionenkonzentration 
und der Wirkungsdauer. 





satz zu dem, was hier fiir die Glykoseoxydase als Katalysator gefunden 
ist. Bei Nefs Versuchen? iiber die Oxydation der Monosaccharide in alkali- 
scher Lésung war das py stets héher als 9. 


Die Versuche 12, 13 und 14, Tabelle VII, die in Abb. 2 graphisch 
dargestellt sind, zeigen ein eigentiimliches Verhalten hinsichtlich der 
Glykoseoxydasewirkung bei niedrigerem pg als 8,3, verglichen mit dem 
Verlauf des Prozesses bei héheren Wasserstoffionenkonzentrationen. 


Der Verlauf des Prozesses bei niedrigeren Wasserstoffionen- 
konzentrationen kann durch Autokatalyse erklirt werden, indem die 
' 


1 H. A. Spoehr, Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 1494, 1924. 
2 J. U. Ney, Liebigs Ann. 357, 214, 1907; 376, 1, 1910; 408, 204, 1914. 
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Glykoseoxydase das Substrat bestandig saurer macht, so daB sich d 
Reaktion dem optimalen pg niahert. 


Folgende Versuche wurden angestellt : 


Gleichzeitig mit Versuch 13, Tabelle VII, wurden noch 0,2 g Enzyn 
praparat mit 1 cem m/15 K,PO, + 1 cem m/15 KOH verriihrt. py gleic! 
8,72. leem wurde auf Filtrierpapier abpipettiert und bei 18° belasse: 
1 Stunde spater war die Sauerstoffabsorption im Parallelversuch 13 maxima 
die Wasserstoffionenkonzentration in der Enzymlésung auf dem Filtrie: 
papier betrug gleichzeitig pg — 6,72. 

















8o . + 
4o ; 
oe. | j t i | eee 4 = ee 4 at i F } i 
* 2 3 + s 6 7 8 9 
Abb. 3. 
Ordinate = cmm Oz, absorbiert pro 10 Minuten bei 18°. Abszisse Pu- 


Enzymlésung + Puffergemisch + Glykose. 





r r ohne - 


Abhangigkeit der Glykoseoxydasewirkung von der Wasserstoffionenk onzentration 


Der Versuch zeigt, dap die Autokatalyse davon herriihrt, dap di: 
Glykoseoxydase durch ihre Stiurebildung die Reaktion dem optimalen ph 
nithert, wenn die urspriingliche Wasserstoffionenkonzentration unter 
Pu 7 bis 8 ist. 


c) Abhdngigkeit der Glykoseorydasewirkung von der Temperatur. 


Die Versuche wurden mittels Kroghs Mikrorespirationsapparat aus- 
gefiihrt. 0,2 g Enzymtrockenpraparat einer gréBeren homogenen Portion 
wurden in einem Mérser mit!2 g CaCO, in Substanz verriihrt, hinzugefiigt 
wurden 2cem H,O und eventuell 0,2g Glykose. Die CaCO,-Menge er- 
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slichte es, das pq wihrend der Versuchsdauer konstant und in der Nahe 
ies Optimums zu halten. Die Halfte der Portionen im Mérser wurde ab- 
gewogen und auf Filtrierpapier gebracht, das im Mikrorespirationsapparat 
unvebracht wurde. Die Versuchsresultate sind in Kubikmillimeter ab- 
,orbierten Sauerstoffs (0°; 760mm) angegeben. Die Versuche sind in 
labelle [IX zusammengestellt. 


Tabelle te 


Abhangigkeit der Glykoseoxydasewirkung von der Temperatur. 





,2¢ Enzym + 2¢ CaCO, Minuten bzw Stunden nach Verriihren war die 
2 vem H, O, mit oder ohne Sauerstoffabsorption in emm pro 10 Min. bei PH Pu 
0,2 g deGlykose Versuchstemperatur wie tolgt: vor nach 
Ver. Ver 
Versuchs- Glykose 20’ 30 40’ 50 60" ph zh such such 
temperatur 
qo | ohne 14 i4 12 13 12 
\ mit 57 57 ob nD D4 52 
100 | obne - 23 2 2 2 16 
| mit 96 96 94 87 60 
V0 | ohne 35 35 29 —— 22 687 6.61 
_ | mit 155 150 142 130 104 75 66.83 6,40 
3090 | ohne 41 41 3Yy 33 25 | 21 
: | mit 178 160 154 148 135) 101 74 


Aus Tabelle IX geht hervor, dab die Glykoseoxydasewirkung 
mit der Temperatur von 0 bis 30° steigt. Die Sauerstoffabsorption 
sowohl mit als ohne Glykose steigt mit der Temperatur. Wenn wir 
die Koeffizienten (Q 10), die angeben, um wieviel die Sauerstoff- 
absorption fiir je 10° Temperaturerhéhung gesteigert wird, fiir die 
Werte berechnen, die 30 Minuten und 3 Stunden nach dem Verriihren 
erhalten sind, bekommen wir folgende Zahlen (bei Berechnung der 
Werte ,,mit Glykose“ sind die Werte ,,ohne Glykose“ subtrahiert) 
(Tabelle X). 

Tabelle X. 





0 bis 10! 10 bis 20 20 bis HP 


(9 30 Min. nach dem | ohne Glykose . ; 1,62 1,52 1,09 
Verrihren | mit e 1,70 1,58 1,03 
Yio 3 Std. nach dem { ohne Glykose 1,34 1,38 0,96 
Verrahren \ mit : own 1.34 1,00 1,00 


Aus den Werten fiir Q,, in Tabelle X geht folgendes hervor: 


a) Q,, fallt von 0 bis 30°, besonders stark aber von 20 bis 30°, 
ohne daB es méglich ist, diesen letzten Umstand voéllig zu erklaren. 
Ich bin am ehesten dazu geneigt, dies als beschleunigte Destruktion 
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anzusehen, obwohl die eigentliche Tétungstemperatur (s. unten) hej 
etwa 73° liegt. 

b) Q,_ fallt wahrend der Versuchsdauer, d.h. je niedriger «i 
Temperatur ist, desto widerstandsfahiger ist das Enzym. 

c) Drittens ist bemerkenswert, daB Q,,. tiberhaupt sehr niedrig 
ist. Die meisten chemischen Prozesse, die von Enzymen katalysiert 
werden, verhalten sich wie die Mehrzahl der anderen chemische 
Prozesse : Q,, liegt in der Nahe von oder iiber 2. (Literatur Oppenheimer 
Die Fermente, 5. Aufl., 8. 152ff.) Es sind jedoeh auch schon einig: 
Falle bekannt, wo Q,, zwischen 0 und 30° zu 1,3 bis 1,5 gemessen wurd 
(Butyrase und Katalase). 


d) Die Tétungstemperatur fiir Glykoseoxydase. 


Im folgenden werden einige Versuche zur Bestimmung der Tétungs 
temperatur mitgeteilt. Huler! definiert diese wie folgt: ,,Als Tétungs 
temperatur ist diejenige zu bezeichnen, bei welcher das Enzym in 
wisseriger Lisung (ohne Substrat) bei festgelegtem optimalen pq nach 
60 (bzw. 30) Minuten langer Erhitzung auf die Hilfte seiner Aktivitat 
sinkt.** 

Die Versuche wurden auf folgende Weise ausgefiihrt. 0,2g Enzym (der 
selben Portion wie bei den Temperaturversuchen benutzt) + 2 cem Wasser 
+ 2g CaCO, mit oder ohne 0,2 g Glykose wurden 30 Minuten lang i 
einem mit Wasserstoff gefiillten Praiparatenglas erwirmt. (Infolge der 
Versuche mit Enzymlésungen in H, mu man annehmen, daB es kein 
Bedeutung hatte, daB Glykose vor der Erwarmung hingefiigt wurde) 
Darauf wurde die Halfte abgewogen und auf Filtrierpapier im Mikr 
respirationsapparat bei 20° angebracht. FEulers oben zitierte Bemerkung 
iiber das optimale pq ist nicht besonders klar. So hat unter anderem Ege’ 
nachgewiesen, daB Pepsinlésungen am meisten widerstandsfaihig gege: 
héhere Temperaturen sind (ein Tétungsminimum besitzen) bei einem py 
von dem fiir die Wirkung optimalen py weit verschieden ist (bzw. etwa 
pa 4 und 1,6). Ich habe meine Versuche bei dem fiir die Wirkung optimale: 
pu ausgefiihrt, ohne zu untersuchen, bei welchem py das Enzym am meiste! 
widerstandsfahig gegen héhere Temperaturen ist. 

Die Versuche sind in Tabelle XI zusammengestellt. 

Nehmen wir die Werte ,,mit Glykose : den Werten ,,ohn 
Glykose* 30 Minuten nach dem Verrihren (die 30 Minuten in H, 
welche die Erwirmung dauert, sind hier nicht mitgerechnet) uni 
stellen diese Zahlen zusammen mit den Zahlen fiir ,,mit Glykos: 

ohne Glykose bei 20° ohne vorhergehende Erwarmung 
(Tabelle XVIII), so bekommen wir die Tabelle X11. 


' H. Euler, Cherhie der Enzyme, 2. Aufl., I. Teil, 1920, 8. 189. 
2 R. Ege, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 159, 1995. 
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Tabelle XI. 


Die Tétungstemperatur fiir Glykoseoxydase. 





Minuten bzw. Stunden nach der Er- oN 


a £29 CaCO 
2g Enzym g CaCO; warmung in H,. war die Sauerstoff- 








2 vem H,O mit oder oh 2 : 
“BIg aCigksne, N* Shorptonincrim potOMin bets | PH PH par dn 
wie tolgt vor nac 
Vere | Vers a) lang 
ed . . in My, erwarmt 
Versuchs- _— P i . _ s " , such such 2 
temperatur Glykose vw aw | ww | oO’ 2m» auf 
ohne 29. 27, 24) 21 6,79 6,65 | 600 
mit 136 128 128 120 6,82 6,36 | 
. im 
ohne 8 8 | 70 
mit 95 95 | 
ane 
obne 7 7 6 6 \ 7h 
mit 42; 39 —| 35 | ” 
ohne 5 4 4 ) 
: ~ Sv 
mit 15, 14 14 «12 | 
Tabelle XII. 
Nicht Nach 30 Min. langer Erwarmung auf 
erwarmt 60° =0 750 300 
Absorbierter O, bei 20° .mit Glykcse“ | 
,obne Glykose* in emm pro 10 Min., 120 101 87 32 10 


39 Min. nach dem Verrihren 


Wenn man die Werte 101 bis 10 aufzeichnet, findet man durch 
Interpolation, daf die Temperatur, die nach einer Erwarmung von 
30 Minuten die Enzymmenge auf die Halfte vermindern wiirde, ver- 
glichen mit der Enzymmenge bei 20°, gleich etwa 73° hetrigt, welches 
also die Tétungstemperatur der Glykoseorydase unter den gegebenen 
Bedingungen darstellt. 


e) Abhdngigkeit der Glykoseoxrydase von der Wirkungsdauer. 

Wie aus Tabellen XVI, XVIIT und XX ohne weiteres hervorgeht, 
nimmt die Glykoseoxydasewirkung in Enzymlésungen schnell ab, 
jedenfalls wenn man durch Aufsaugung auf Filtrierpapier fiir eine 
groBe Oberfliche gesorgt hat. Wie erwaihnt in dem Abschnitt: Ab- 
hangigkeit der Glykoseoxydase von der Temperatur, nimmt die Wirkung 
weniger — langsamer — ab bei 0° als bei héherer Temperatur. (Be- 
ziiglich der Steigerung in der Wirkung in den Versuchen 12 bis 14, 
Tabelle VII, s. oben.) Wenn wir den etwas zweifelhaften Proze}, den 
eine Extrapolierung stets darstellt, vermeiden und uns ausschlieBlich 
an die Versuche halten, wo das pq durch Zusatz von CaCO, ungefahr 
konstant und in der Nahe des Optimums gehalten wird, und wenn 
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wir es endlich unterlassen, die Werte .,ohne Glykolyse** von den Wer: 
mit Glykolyse** abzuziehen, was berechtigt ist, da die Werte ..o} 
Glykose** nach derselben Skala abfallen, wie die Werte ..mit Glykos: 
findet man folgendes aus Versuchen 3 und 4, Tabelle VII, und den \; 
suchen in Tabelle LX. 


Tabelle XIII. 





Versuchstemperatur: 0 10 18 20 x) 
Die Sauerstoffabsorption in emm 27 Std. 
pro 10 Min. war 5°, der Sauer- (Versuch 3) o« 
stoffabsorption, 30Min.nachdem >> 3Std. > 3Std. 9 3 Std. = 
2.4 Std. ~ 0 


Verrihren nach Verlauf yon 
. Stunden 


(Versuch 4) 


etwa 7,3 Std. 


Dasselbe, | (Versuch 3) 
25°. nach Verlauf von ... Std. | etwa 7.8 Std. 
(Versuch 4) 


Die schnelle Abnahme in der Sauerstoffabsorption, die Tabelle X11! 
zeigt, ist schon von Maximow (l.c., 1. Abhandl.) auf zuckerhaltigen 
PreBsaft aus Aspergillus niger beobachtet worden. 

Uber die Ursachen der schnellen Abnahme in der Glykoseoxydas: 
wirkung ist nichts bekannt. Vermutlich wird das Enzym in wisserige: 
Lésung selbst bei niedrigeren Temperaturen recht schnell zerstért 


{) EinjfluB der Phosphationen auf die Glykoseoxrydasewirkung. 


Wahrend Phosphationen eine groBe Rolle spielen bei dem Mon 
saccharidabbau, der von Zymase katalysiert wird (s. z. B. Boyse, 
Jensen"), zeigen die Versuche 3, 4, 8 und 10, Tabelle VII, daB di 
Glykoseoxydasewirkung wahrscheinlich unabhangig von Phosphat 
ionen ist. Die Versuchsresultate kénnten davon herriihren, daB di 
Phosphationenkonzentration schon in den Enzymtrockenpriparate: 
optimal ist. Ich habe es jedoch nicht versucht, eventuelles Phosphat 
im PreBsaft mittels Dialyse zu entfernen, es scheint mir aber, da! 
die Ubereinstimmung zwischen den Versuchen mit und ohne Phosphat 
zusatz daher stammt, daB Phosphat nicht als sekundirer Katalysato: 
(Aktivator) bei dem Abbau, der von Glykoseoxydase katalysiert wird 
wirkt. 

g) Insulin und Glykoseoxrydase. 

Ohne auf die schon groBe Literatur tiber die Bedeutung des Insulin- 

bei dem Glykoseabbau (s. Oppenheimer, 1. c., S. 1655ff.) naher ein 


' P. Boysen Jensen, diese Zeitschr. 154, 235, 1924. 
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gehen, seien hier nur einige Versuche mitgeteilt, die ich ausgefiihrt 
ibe, um das Verhalten der Glykoseoxydase gegeniiber Insulin zu 
prifen. 
Tabelle XIV. 





com © com CO 


absorbiert ausgeschieden 
0°, 760 mm 6°, 769 mm 
Versuch 1 
lemperatur 20°, Versuchsdauer 24 Std., 15 cem PreB- 
saft aus Aspergillus niger + 0.5¢cem Toluol, 
aufgesaugt auf vier ll-em-Filter . ..... 4.43 1,28 
Dasselbe, + 0,5g Glykose ........2.24.4-. 18,32 1,31 
0.5g¢ Glykose + 3 Einheiten Insulin. . 18,29 1.36 
Versuch 2. 
lemperatur 18°, Versuchsdauer 24 Std., 0.5 g Enzym- 
trockenpraparat aus Aspergillus niger + 5 ecm 
H,O + 0,1 Toluol + zwei ll-cm-Filter . . . 2.96 2.1 
Danae, + Ge Gee iw te es 11,32 2,12 
4 + 04g Glykose + 20 Kinheiten Insulin . 11,37 2.10 


Aus den Versuchen geht hervor, daf Insulin den Glykoseabbau 
der von Glykoseorydase katalysiert wird, nicht steigert 


h) EinfluB des Hungers auf den Glykoseoxydasegehalt des Aspergillus niger. 


Da die O,-Absorption, welche die Enzympraparate aus Aspergillus 
niger verursachen, selbst ohne Glykosezusatz vermutlich doch von 
der Wirkung der Glykoseoxydase auf hydrolysierbare Kohlehydrate 
herrihrt, wurde versucht, ob man nicht durch langwierige Aus- 
hungerung von Aspergillus niger auf Wasser -+- Nahrsalze ohne C- Quelle 
die O,-Absorption ohne Glykosezusatz auf Null herabbringen kénnte 

Versuch 1. Aspergillus niger wurde 24 Stunden lang auf Wasser + Salz 
gehungert. Der PreBsaft wurde mit Alkohol:Ather 2: 1. 12 gefallt. 

Jedem der Behalter I und II wurden 0,6 g¢ Enzymtrockenpraparat, 
5cem H,O, 0,1 cem Toluol und zwei 1l-cm-Filter beigegeben. Dem Be- 
halter I wurden noch 0,5 g Glykose beigegeben. 

Die Behalter blieben 25 Stunden lang bei 25° stehen. Gasanalysen 
zeigten, daB im Behalter I 19,8 cem O, absorbiert und 2,61 cem CO, aus- 
geschieden waren, in Behalter II 4,2 cem O, und 2,78 g CO,. O, absorbiert 
ohne Glykose** in Prozenten des ,,mit Glykose“ absorbierten 21 %. 


“e 


Der Versuch zeigt bei Vergleich mit Tabelle V (erste Abhandlung 
iiber Glykoseoxydase'), daB man selbst nach langwieriger Aushungerung 
die O,-Absorption in den Praparaten nicht auf Null herabsetzen kann, 
und daB die Glykoseoxydase nicht verschwindet. 


1 Diese Zeitschr. 199, 150, 1928. 
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D. Glykoseoxydase bei Penicillium glaueum. 


Bei einem einzelnen Versuch wurde — wie schon erwahnt — ein Enzy: 
praparat aus Penicillium glaucum Link. nach denselben Methoden he: 
gestellt, wie die, wonach die Enzympriaparate aus Aspergillus niger dar 
gestellt wurden. 

Penicillium glaucum wurde 35 Stunden lang bei 26° auf glykosehaltige) 
Substrat (Nahrlésung I, 1. Abhandl.) in 70 20-cm-Petrischalen kultiviert 
Das Mycel wurde darauf abgespiilt, wegen seiner Zartheit dagegen niclit 
ausgehungert. Ausbeute 150g ,,trockengepreBte*‘ Pilzmasse, die 40 cc 
PreBsaft ergab. Mit Alkohol:Ather 2: 1. 12 gefallt. Ausbeute 2,7 g Enzy: 
trockenpraparat. 

Das Enzymtrockenpraparat wurde bei folgenden Versuchen angewan«(t 
2,7 ¢ Enzympraparat wurden in 25cem destillierten Wassers gelést un 
durch Watte filtriert. Die Lésung wurde auf vier Behalter mit je 5 ccm 
verteilt. Dem Behalter II wurden noch 0,5 g d-Glykose beigegeben, B: 
halter III 0,5 g Mannose und Behialter IV 0,5¢ Fructose. Die Behalter 
blieben 24 Stunden lang bei 25° stehen. 


Das Resultat der Gasanalysen und elektrometrischen Titrationen nach 
Beendigung des Versuches ist in Tabelle XV und Abb. 4 zusammengeste!!t 
welche die elektrometrischen Titrationen fiir Versuche ,,mit Glykose“ 
und ,,ohne Glykose“* wiedergeben. 


Tabelle XV. 


Alle Versuche bei 25°. Versuchsdauer 24 Stunden. 5cem Enzymldésung 
aufgesaugt auf zwei 11l-cm-Filter. 





=  ~ 3 cv 4 Pu 
7 fig s52 §Ss [455 
2,7 g Enzym- = 252 ss Se* 
praparat auf- Sg if a ve 6g <f - we cele t, | 
gelést in 25ccem | + & [See S$) ATK 2S 283 Seely) C0 
Enzym: Wasser. Zu je So |$3e/| mel pe Or es itse- ie 23/ 0 
praparat 5 ecm wurde 2e P-e aca 3 r7) = elsests tu sw 
0,1cem Toluol | ¢_- | 35_- E i, B22 82345 
hinzugetiigt und > a S = 2 is = 20 ex”, 
aub<« rdem Te e) esa 8s isso 
iso |e 28s R7= IS 
¥ £5 |@-" lo 
Praparat — | 3.31 2,94 658 4.69 0,29 18,8 | 0.89 
aus Peni- { 0,5g¢d-Glykose |17,72 2,84 6,58 3.28, 1,63 10,8 0.16 
illium | 0,5¢d-Mannose| 4,74 | 2,71 6,58 4,19 043 10,2 0.57 
laucum ‘ 0,5gd-Fructose! 3,27 2,92 6,58 4,90 0,22 0,9 


Die Versuche zeigen, daB das Enzympraparat aus Penicillium 
sich in jeder Beziehung wie die Enzympraparate aus Aspergillus niger 
verhalten, und wenn auch die gebildete Saure in diesem Falle nicht 
niher bestimmt ist, erscheint es nicht zu gewagt, zu versuchen, dal} 
es sich auch hier um Glykonsdure handelt, und da wir also bei Penicillium 
dieselbe Glykoseoxydase vorfinden wie bei Aspergillus niger. Bei Peni 
cillium ist keine Glykonsaurebildung im Substrat nachgewiesen. Peni 
cillium produziert iiberhaupt nur unbedeutende Siuremengen au! 
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guckerhaltigen Substraten. Vielleicht kann die Glykonsaurebildung 
1 vivo doch nachgewiesen werden, vielleicht verbrennt Penicillium 
die Glykonsiure weiter, sobald sie gebildet wird. (Glykonsaéure im 
Substrat von Penicillium ist kiirzlich von Butkewitsch'! nachgewiesen 


worden. ) 





20 "T T T | T 7 | | 

















Abb. 4. 
Ordinate = com n/10 NaOH. Abszisse = py. 
x Enzymlésung + Glykose. ()——Q( Enzymlésung ohne Glykose 


E. Vorkommen der Glykoseoxydase. 


Die Glykoseoxydase ist bisher nur in zwei verschiedenen Stammen 
von Aspergillus niger und in Penicillium glaucum nachgewiesen. 

Es ist jedoch recht wahrscheinlich, daB die Glykoseoxydase tiberall 
vorhanden ist, wo bei Pflanzen Glykonsiure gebildet wird. 

Glykonsiure ist bisher weder frei noch als Salz bei Samenpflanzen 
vorgefunden. Dagegen ist nachgewiesen worden, da sie von nicht 
wenigen Sporenpflanzen gebildet wird: Aspergillus, Penicillium, Citro- 
myces und Essigbakterien und vielleicht andere Bakterien. 

In einem einzelnen Versuch habe ich Glykoseoxydase in Dauer- 
praparaten von Bacterium xylinum nicht nachweisen kénnen; jedoch 
ist dieses Bakterium wegen seiner groben Schleimkapseln wohl auch 
nicht besonders fiir die Versuche geeignet. 


1 Butkewitsch, Ber. Gesamte Physiol. 42, 740, 1927. 
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F. Stellung der Glykoseoxydase unter den Enzymen. Bemerkungen zum 
Namen Glykoseoxydase. 


Das in den obenstehenden Kapiteln unter dem Namen Glykos 
oxydase beschriebene Enzym gehért nicht zu der Hauptgruppe v: 
Enzymen, die Newberg und Oppenheimer! Desmolasen nennen, div 
Gruppe von Enzymen, die Kohlenstoffbindungen voneinander trenn« 
Wollte man der Nomenclatur von C. Oppenheimer folgen, so miibt: 
die Glykoseoxydase zu den Zymasen gerechnet werden, indem di 
Zymasen mit folgenden Worten definiert werden (zitiert nach Opp: 
heimer, 1. ec. 20, S. 1415): 

..Fiir den gesamten Komplex der zuckerabbauenden Fermente 
halten wir den klassischen Namen Zymase bei. Er nimmt dann diesel!» 
Dignitat an, wie Emulsin, Diastase und Trypsin. Er deckt das Praparat 
nicht ein einzelnes Ferment. Es gibt dann Zymasen der Hefe, Bakterie: 
Phanerogamen. Das ,,glykolytische Ferment* ist dann der Anteil der tierisc/: 
Zymase, welcher die Bildung von Milchsdure katalysiert. 

Dabei ist wesentlich zu beachten, dab es fiir diese Systematik wn 
Nomenklatur vollig gleichgiiltig ist, ob wir den reinen anoxybiontische 
Abbau betrachten, oder den erst anoxybiontischen, dann oxybiontischen, 
oder den sogenannten reinen oxybiontischen, den es in dieser letzten Schart: 

d.h. ohne anoxybiontische Vorbereitung — wahrscheinlich tiberhaupt 
nicht gibt.‘ 

Da es sich erwiesen hat, dal} Zymase aus mehreren verschiedenen 
Enzymen besteht, schreibt Oppenheimer (1. c. 20, 8. 1416): 

.,Die Fermente des ,ersten Angriffs‘, die wir nach den Prinzipien de: 
Nomenklatur als ,Hexasen‘ zu bezeichnen haben, iiber die wir aber nicht 
wissen. Da in diesem ersten Angriff jedenfalls auch eine Strukturumlageruny 
der kiinstlich zugesetzten darstellbaren Hexosen einbegriffen ist, gibt e- 
vielleicht darunter spezifische Fermente dieser Reaktion, Jsomerasen.** 

Auf Grund der Feststellung, daB man ein Enzym, das Glyko» 
zu oxydieren vermag, darstellen kann, laBt sich diese sonst so klar: 
Kinteilung nicht mehr beibehalten. Ich schlage daher vor, daB man 
die Enzyme des Hexosenabbaues vorlaufig in zwei Hauptgruppen 
einteilt. 

Die Enzyme des Hexosenabbaues. 


1. Zymasen. Enzyme, die einen Hexosenabbau katalysieren, de: 
jedenfalls in den ersten Stadien anoxybiontisch ist. Unsere Kenntniss: 
von den Enzymen dieser Gruppe hat Oppenheimer zusammengefalsi 
(l.e. 20, 8. 1415 bis 1563). 

2. Hexoseoxydasen (Glykoseoxydase). Enzyme, die einen Hexose 
abbau katalysieren, der in seinen ersten Stadien nicht anoxybiontisc!) 
ist. Von diesen Enzymen ist nur die Glykoseoxydase bekannt. 


1 ©. Neuberg und C. Oppenheimer, diese Zeitschr. 166, 450, 1925. 
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Die Bezeichnungen ,,Hexasen** und ,,[somerasen** kénnen dann 

t ihren jetzigen Platz als Bezeichnung fiir Einzelenzyme in der 

Zymase beibehalten. Das ganze System innerhalb der Desmolasen ist 

allerdings nur vorlaufig, es scheint mir jedoch notwendig zu sein, die 

obenerwahnte Anderung vorzunehmen, um die Stellung der Glykose- 
oxydase klarzulegen. 

Was den Namen Glykoseoxydase anbetrifft, so miissen zu- 
kiinftige Untersuchungen entscheiden, ob er beibehalten werden 
kann, falls wir mit der zurzeit gebrauchlichen Nomenklatur,. 
die von Neuberg und Oppenheimer (1. c. 51)' stammt, in Uber- 
einstimmung sein wollen. Nach Newberg und Oppenheimer (s. auch 
Oppenheimer, |. c. 20 u. a., 8. 1736ff.) soll die Nomenklatur in Zu- 
kunft folgende sein: 

Enzyme, die eine Dislokation (Aktivierung) von Wasserstoff 
katalysieren, bekommen die Endung dehydrase. 

Enzyme, die eine Oxydation des aktivierten Wasserstoffs mittels 
aktiviertem Sauerstoff katalysieren, behalten die Endung oxrydase 
Es ist méglich, daB diese Oxydasen in seltenen Fallen ohne die Mit- 
wirkung von Dehydrasen zu oxydieren vermégen. 

Eine Aufklirung, inwieweit wir es mit einer Glykoseoxydase oder 
einer Glykosedehydrase zu tun haben, kann vielleicht durch Unter- 
suchungen mit der Thunbergschen Methylenblaumethode erhalten 
werden. Mit derartigen Untersuchungen bin ich im Augenblick be- 
schaftigt. 


Theoretische Betrachtungen tiber die Bedeutung der Glykoseoxydase bei dem 


Zuckerabbau einer Gruppe von Pflanzen. 


Die Anfangsstadien der oxybiontischen Atmung sind bei der 
groBen Mehrzahl von Pflanzen, fiir welche Hexosen die wichtigsten 
espirationsstoffe sind, auf zweierlei und nur auf zweierlei Weise 
denkbar : 

1. Die Hexosen werden vor der Oxydation anoxydativ in Nicht 
hexosen umgelagert. 

2. Die Hexosen werden direkt durch oxydative Vorgange ab 
gebaut. 


Vielleicht werden sowohl 1. und 2. durch Umlagerung gewisser 
Hexosen mittels Isomerasen in andere Hexosen, z. B. mit einer anders 
gelegenen Salerstoffbriicke oderyvin eine Enolform eingeleitet. Aber 
hiervon abgesehen, existieren fiir den weiteren Abbau nur die Méglich 
keiten 1 und 2. 
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Der erste, der diesen Méglichkeiten gegeniiber einen klaren Stan 
punkt nahm, war Pfeffer’. Auf Grund einer Reihe von alteren Arbeit: 
die teils CO,-Bildung, teils Alkoholpreduktion, teils beides zugleic) 
wihrend der Anoxybiose (die sogenannte intramolekulare Atmuny 
feststellten, schloB Pfeffer, daB es wahrscheinlich sei, daB die Hexos 
bei oxybiontischer Respiration vor der Oxydation anoxydativ wu 
gelagert werden, und da diese anoxydative Umlagerung in ihren 
ersten Stadien dieselbe sei, wie die Umlagerung bei Anoxybiose (P/e//: 
Hypothese). 

Im Jahre 1897 gelang es bekanntlich Buchner, Hefezellen aus einer 
Enzymmischung abzutrennen, welche die vier garungsfahigen Hexosen 
anoxydativ in Alkohol und CO, abbauen kann. Die Enzymmischung 
erhielt den Namen Zymase. Da nun diese Enzymmischung, die spate: 
bei mehreren systematisch ganz verschiedenen Pflanzen nachgewiescen 
werden konnte, bisher die einzigen Enzyme waren, die qualitatiy 
als Katalysatoren bei einem Hexosenabbau (bei simtlichen Organismen 
nachgewiesen waren, hat man hierin — und mit Recht einen sehr 
groBben Wahrscheinlichkeitsbeweis dafiir gesehen, da sowohl die 
oxybiontische als die anoxybiontische Atmung durch einen primaren 
anoxydativen Abbau der Hexosen mittels Zymasen eingeleitet wird 
Man hat Pfeffers Hypothese zur Theorie erhoben, iiberall giiltig, w: 
Hexosen durch anoxybiontische und oxybiontische Atmung abgebaut 
werden 

Diese Anschauung ist in Lehrbiichern und Monographien der 
letzteren Jahre ganz durchgedrungen, so bei Kostytschew? und Oppen 
heimer®, der sich iiber dieses Problem in folgender Weise auBert 

»Alle lebenden Zellen haben einen ausgedehnten, zundchst zu C,-K6érpern 
fiihrenden anoxybiontischen Stoffwechsel, bestehend aus einer aufeinander 
eingestellten Stufenfolge von Fermentreaktionen. Bei Zutritt von Sauersto!/ 
wird ein Teil dieses Spaltstoffwechsels sistiert und seine Produkte durc! 
riicklaufige Synthese zum Teil wieder beseitigt. Unterschiede im biologischen 
Geschehen zeigen sich nur darin, daB8 bei einem Teil der Zellarten (Hefen, 
einige Bakterien, Tumoren) der Hejfentypus vorherrseht, d.h. nur ein 
kleinerer Teil des Spaltstoffwechsels sistiert und umgeschaltet wird, wahrend 
die Zellen der normalen Organe héherer Lebewesen und der meisten Krypt: 
gamen diese Umschaltung so energisch vornehmen, daB keine wesentlichen 
Spuren des Spaltstoffwechsels mehr vorhanden sind, und der oxybiontische 
Endstoffwechsel auf den ersten Blick allein dominiert. Da8 dies auch bei 
Sauerstoffzutritt nicht der Fall ist, daB vielmehr auch in der Stufenfolg 
des totalen Stoffwechsels, rein chemisch betrachtet, Spaltprozesse einher 
gehen, die dem Sauerstoff iiberhaupt erst ein Angreifen erméglichen, dariibe: 
haben wir ja eingehend gesprochen.“* 


1 W. Pfeffer, Landw. Jahrb. 7, 805, 1878; Untersuchungen d. bot 
Inst. Tiibingen 1, 636, 1881 bis 1885. 

2 S. Kostytschew, Pflanzenatmung 1924. 

3 C. Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., 1925/26, S. 1567. 
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Wollen wir aber nachweisen, dab Zymasen die einzigen Enzyme 
sind, welche den primaren Abbau der Hexosen katalysieren, diirfen 
ir uns nicht mit einem qualitativen Nachweis von Zymase begniigen, 
sondern miissen — wie besonders von Boysen Jensen! hervorgehoben 
die Zymasewirkung auch quantitativ untersuchen, um entscheiden zu 
kénnen, ob die bei der Zymasewirkung primar anoxydativ gebildeten 
Abbaupredukte von Hexosen geniigen, um den Zuckerabbau bei der 
oxybiontischen Atmung zu erklaren. 


Die quantitative Zymaseuntersuchung kann jedech mit den bisher 
bekannten Methoden nur auf indirektem Wege ausgefiihrt werden 
Die indirekte Weise, die Zymasemenge in einer Pflanze zu bestimmen, 
besteht in einer quantitativen Bestimmung der Produkte, die bei 
anoxybiontischem Zuckerabbau bei lebenden Organismen entstehen 
Was die Pflanzen (die Bakterien ausgenommen) betrifft, ist es haupt 
sichlich CO, und C,H,OH (in einzelnen Fallen Acetaldehyd, Kostyt- 
chew? und nach Hahn* und Weewers* organische Siuren, wogegen 
Acetonbildung durch Anoxybiose nach Palladin und Kostytschew 
und Bialosuknia® wahrscheinlich nichts mit Kohlehydratabbau zu 
schaffen hat.)] Eine lange Reihe von Untersuchungen ging daher 
darauf aus, teils die durch Anoxybiose ausgeschiedene CO,-Menge 
im Verhaltnis zu der CO,-Menge bei Oxybiose (I/N), und teils die 
Menge von Athylalkohol (bei Anoxybiose) im Verhiltnis zu der 
C,H,OH 


a zu bestimmen 
CO gt 


gleichzeitig gebildeten CO,-Menge | 


Nach der Alkoholgarungsgleichung 
C,H,.0, = 2 CO, + 2C,H,OH 
und der Gleichung fiir die vollstandige Verbrennung von Hexosen 
C,H, 0, + 60, = 6CO, + 6H,O 


ersieht man, dali wir, falls I1/N & 0,33, denselben Hexosenabbau bei 
Anoxybiose als bei Oxybiose haben kénnen (falls 1/N > 0,33), verlauft 
bei Oxybiose wahrscheinlich die Meyerhofsche Reaktion: Resynthese 
von einem gréBeren oder kleineren Teil der primaren Spaltungsprodukte, 
oder wir miissen uns das wenig Wahrscheinliche denken, dab die Zymase 
in gleicher Zeit mehr bei Anoxybiose als bei Oxybiose spaltet. Die 


1 P. Boysen-Jensen, Dansk Vidsk. Selsk. Biol. Meddel. 4, 1, Kopen- 
hagen 1923. 
2 S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 105, 1913. 
3 M. Hahn, Ber. d. chem. Ges. 88, 3555, 1900. 
4 T. Weevers, Akad. Wet. Amsterdam 20, 206, 1911. 
5 W. Bialosuknia, Jahrb. f. wiss. Bot. 45, 644, 1907. 
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Me yerhofsche Reaktion ist jedoch bisher nur in Muskeln, bei Sacchar 

myceten und Milchsaurebakterien (Meyerhof!) nachgewiesen word 

Ist dagegen I/N <— 0,33 und werden die lebenden Versuchsobjekt 
bei Anoxybiose nicht beschadigt (welches dadurch festgestellt wird 
dab sie nach der Anoxybiose keine verkleinerte Atmung aufweisen 
miissen wir den Hexosenabbau durch Anoxybiose fiir unzureichen« 
ansehen, es sei denn, es entstanden zymasekatalysierende Spaltungen 
ohne CO,-Bildung, z. B. Milchsaurebildung. Ich habe in Tabelle XX \ 
die in der Literatur angegebenen Fille, wo I/N < 0,33, zusammen 
gestellt. Wie man sieht, handelt es sich hauptsachlich um Laubblatte: 


und Schimmelpilze. 
Tabelle XVI. 





Pflanzenmaterial A Temperatur Autor 
Keimpflanzen von Sinapis alba . 0,21—0,18 20° Boysen Jensen’ 
1 ~ . aar 0,18 22 Wilson * 
Fa .  Brassicanapus 0,25 22 N 
m »  Lupinusluteus 0,24 22 . 
Junge Zweige mit Blattern von 
ee 0,08 22 - 
Laubblatter von Calendula ofti- 
cinalis . : » &- 2 6 254 0,22 20 Amm” 
Kronblatter von Calendula offi- 
ee eo eer. a 0,20 20 “ 
Blattspreiten von Fumaria 
ae ee 0,25 Zimmertemp. Nicolas* 
Blattspreiten von Erodium 
moschatum. ....... 0,21 * 
Blattspreiten von Rumex lunaria 0,28 *~ a 
- . Borrago ofti- 
cinalis ~~ re ee ee ee 0,27 o ” 
Fruchtkérper von Lactarius pipe- 
es (< .k «4.5 4% 2 és 0,32 220 Wilson? 
lruchtkérper von Hydnum repan- 
eb aia oe Hoe 0,26 22 s 
Aspergillus niger .. . . . . . | 0,388—0,08 21 Krasnosselsky 
é i 0,26—0,03 16,5° Boysen Jensen (1. ¢ 
“ een Se 0.30 Zimmertemp. Diakonow® 
Penicillium glaucum. . . .. . 0,27 ” * 
“ . 0,37—0,08 16,5° Boysen Jensen (i. ¢ 
n “ 0,55—0,13 16,5 . " (l. ¢ 
! O. Meyerhof, Ber. d. chem. Ges. 56, 991, 1925; (mit P. Finkle) Gir.- 
Chem d. Zelle 12, 157, 1925; diese Zeitschr. 162, 43, 1925. 
2 W. P. Wilson. Flora 65, 93, 1882. 
3 4A. Amm, Jahrb. f. wiss. Bot. 25, 1, 1893. 
4 G. Nicolas, Ann. Sci. Nat. 9, Ser. A, 10, 1, 1909. 
5 T. Krasnosselsky, Col. Bakt. Il, 18,,673, 1904. 
® N. Diakonow, Ber. d. bot. Ges. 4, 2, 1886. 
7 P. Boysen-Jensen, Dansk Vidsk. Selsk. Biol. Meddel. 4, 1, Kopen 
hagen 1923. 
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! Was Aspergillus und Penicillium auf glykosehaltigem Substrat 
e] hetrifft, verhalt es sich so, dab die CO,-Produktion bei Anoxybiose 
xt im Laufe von 16 bis 18 Stunden ungefihr auf Null herabsinkt. Wird 
ri lie Kultur darauf in atmospharische Luft gebracht, steigt die CQ,- 
n \usscheidung langsam und kann wieder den urspriinglichen Wert 
nd erreichen 


Es ist jedenfalls eigentiimlich, dab eine ganze Reihe von Pflanzen 


tN und Pflanzenteilen mit sehr intensiver Atmung bei Oxybiose eine so 
a schwache anoxybiontische Atmung haben. 
ter 
ses 8, |  (,H,OH | 7 
Wenn wir das Verhaltnis CO . betrachten, ist es deutlich 
> t 


daB nichts iiber das Verhaltnis zwischen dem Zuckerabbau bei Oxybiose 
und dem bei Anoxybiose ausgesagt wird, der Quotient ist jedoch von 
Pflanzenphysiologen benutzt worden, um zu entscheiden, ob die an- 
oxybiontischen Prozesse von Zymase herriihren oder nicht. Man hat 
hier eine groBe und im grofen und ganzen vergebliche Arbeit aus- 


C,H,OH 46 


vefiihrt: denn in vielen Fallen, wo 1.05, wurde 


CO,i ~~ 44 
nicht bestimmt, woher die tiberschiissige CO,-Menge herriihrt. Falls 
(,H,OH ’ , as 
CO : 1,05, ist es klar, daB die ganze anoxybiontische CO,- 
» . 


C,H,OH 

CO,i 
was gewohnlich der Fall ist (in mehreren Fillen sogar 0 bis 0.2). 
so z. B. bei Kartoffelknollen, kénnen wir nicht behaupten, daB die 
CO,-Bildung nicht von Zymase herriihrt, da man bisher nichts getan 


Produktion von Zymase herriihrt. Aber selbst wenn 1.05, 


hat, um zu bestimmen, woher die tiberschiissige CO,-Menge stammt, 

Wir kénnen uns leider nicht damit begniigen, dab es oft schweigend 

als feststehend angesehen wird, dab die tiberschiissige CO,-Menge 

nicht vom Hexosenabbau durch Zymasen herriihrt. 

C,H,OH 
O, +t 

Sicheres itiber die Zymasemenge in den Pflanzen und dadurch iiber die 


Selbst wenn also die Bestimmungen von I/N und nichts 


Quantitat des anoxybiontischen Hexosenabbaues aussagt, liegt doch 
eine Méglichkeit vor, daB die Zymasenmenge innerhalb einer Gruppe 
von Pflanzen nicht hinreichend ist, um den oxybiontischen Zucker- 
abbau zu erkliren. Boysen Jensen (1. c.) schreibt iiber diese Pflanzen 
(bzw. Pflanzenteile) folgendes: 
* ] 
Die dritte Gruppe wird von Pflanzenobjekten gebildet, bei denen 


n die intramolekulare Atmung im Verhiltnis zur normalen sehr schwach ist. 
Zu dieser Gruppe gehéren Tropaeolumbldtter, Sinapiskeimlinge und ver- 
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schiedene Schimmelpilze, wie Aspergillus niger und Penicillium glauc 
Die Pflanzen sind dadurch charakterisiert, daB die Kohlenséureausscheidung 
im sauerstofffreien Raume von Stunde zu Stunde sinkt, und daB sie bis 
unter ein Drittel der Kohlenséiureausscheidung in atmospharischer Ly/t 
sinken kann, ohne daB die Pflanze — wie aus der postanaeroben Atmung 
hervorgeht — dauernd geschadigt wird. Die starke Kohlensaéureausscheiduny 
die in den ersten 2 bis 3 Stunden im sauerstofffreien Raume beobachtet 
werden kann, ist somit nur transitorisch; tiber die Herkunft der Kohlensaéure 
laBt sich vorléufig nichts sagen. Wahrscheinlich wird sie entweder dure! 
Oxydation von Zucker bei gleichzeitiger Reduktion von anderen Ve: 
bindungen gebildet, oder sie hat mit der Zuckerzersetzung iiberhaupt nichts 
zu tun. Auch der Wert des Quotienten Alkohol /(CO,) n bleibt hinter dem 
Wert 0,33 zuriick. Es geht aus alledem hervor, daB die Zuckerzersetzung 
im sauerstofffreien Raume schwicher ist als bei Gegenwart von Sauerstoff."' 
Falls der Zuckerabbau bei Anoxybiose kleiner als bei Oxybiose 
ist (und dies nicht von schneller Beschadigung durch Anoxybios« 
herrthrt), dann ist eine Méglichkeit vorhanden, den quantitativ gréBeren 
Zuckerabbau bei Oxybiose auf folgende Weise zu erklaren: 


Der Zuckerabbau bei Oxybiose wird in seinen ersten Stadien nicht 
nur von einer Zymase katalysicrt, sondern auch von einer Oxydase (De- 
hydrase). Da die Oxydasen nicht bei Anoxybiose wirken kénnen, muf 
der Zuckerabbau daher geringer sein, so wie in der von Boysen Jensen 
besprochenen dritten Gruppe. Diese Erklarungsméglichkeit ist am deut- 
lichsten von Boysen Jensen (1. c.) ausgesprechen. 


Den Grund, den man friiher hatte, die obenstehende Hypothese ab- 
zulehnen, ndmlich, dag man nur primar anoxydativ hexosenabbauend: 
Enzyme (Zymasen) kannte, ist jetzt fortgefallen. 


Fiir den oxybiontischen Zuckerabbau bei Penicillium und Aspergillus 
scheint die Hypothese tiber die primaire Mitwirkung der Oxydasen 
auBerordentlich wahrscheinlich, namentlich aus folgenden Griinden 


1. PreBsaft aus Aspergillus niger und Penicillium glaucum enthalt 
jedenfalls héchstens Spuren von Zymase. Es ist in der ersten Ab 
handlung erértert worden (S. 26), daB verschiedene Verhaltnisse dafiir 
sprechen, da} die geringe CO,-Ausscheidung aus dem Prefsaft iiber- 
haupt nichts mit zymasekatalysiertem Abbau zu schaffen hat'. 


2. Dagegen enthalt der PreBsaft aus Aspergillus niger und Peni- 
cillium glaucum ziemlich viel ven einem Enzym, das eine Oxydation 
von Glykose ohne vorhergehende Spaltung katalysiert, eine Glykose-. 
oxydase (bzw. Glykosedehydrase). Man kénnte es vielleicht wagen 


1 Zusatz von Glykose zum PreSsaft mit nur Spuren von Hexosen 
steigert nicht die CO,-Ausscheidung. Es liegt jedoch die Méglichkeit vor, 
daB nur Di- und Polysaccharide in der Form, worin sie sich gleich nach 
Hydrolyse im PreBsaft vorfinden, zymatisch gespalten werden kénnen. 
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die Meinung zu hegen, daB die Bedeutung der Glykoseoxydase im 
Stoffwechsel bei Aspergillus niger diejenige sei, Glykonsiure zu bilden, 
z. B. mit der biologischen Bedeutung, das Substrat anzusiuern, und 
daB die Glykonsaure nicht weiter verbrannt werde. Aber wie kann 
man dann das reichliche Vorkommen der Glykoseoxydase in auf 
Fructose kultiviertem Aspergillus niger erklaren, welches keinen AnlabB 
zu wesentlicher Saurebildung gibt (Molliard, 1.c.31)? Und welche 
Bedeutung sollen wir der groben Glykoseoxydasemenge in Penicillium 
glaucum beimessen, die nur sehr wenig Saure im Substrat bildet / 
(Weniger als ein Sechstel der von Aspergillus niger gebildeten Menge — 
beide auf glykosehaltigem Substrat mit Zusatz von CaCO, kultiviert 
nach Butkewitsch', der Citronen- und Oxalséurebildung im Substrat 
aus Penicillium glaucum nachwies.) (Es wird von Bedeutung sein, 
den Glykoseoxydasegehalt in den Aspergillus niger-Stammen zu priifen, 
die auf glykosehaltigem Substrat nach Bernhauer, |. c.45b, nicht 
Glykonsiure bilden.) 

3. Cozymase, die man wie es scheint sonst tiberall nach- 
weisen kann, wo zymasekatalysierende Spaltungen von Hexose statt- 
finden, ist bei Penicillium nicht vorhanden (Zuler und M yrbdck?). 
Euler und Myrbdck schlieBen hieraus, daB der Zuckerabbau bei 
Schimmelpilzen sich von dem gewdéhnlichen, zymasekatalysierten 
Abbau unterscheiden. 

Es scheint mir sehr schwierig zu sein, die in Punkt 1 bis 3 erwihnten 
Umstinde anders zu erklaren als durch die Annahme, dap jedenfalls ein 
groBer Teil des Glycoseabbaucs bei den Schimmel pilzen nicht durch eine 
primdre zymasekatalysierte Spaltung vor sich geht, sondern durch eine 
primare Oxydation, katalysiert von Glykoseorydase. Wenn wir uns 
dieser Erklarung anschlieBen, kénnen wir zwanglos die in Punkt | bis 3 
angegebenen Verhaltnisse erklaren, warum Aspergillus und Penicillium 
C,0,0 H 


durch Bestimmungen von I/N und > « 
CO,t 


ler Pfefferschen Hypothese 
stets Schwierigkeiten bereitet hat. 
Wir miissen also wahrscheinlich in Zukunft damit rechnen, dab 


beide angegebenen Méglichkeiten bei den Organismen realisiert sind, 
d. h. daB wir zwet Hauptformen fiir Hexosenabbau haben: 


1. Der Hexosenabbau geschicht durch eine primar zymasekatal ysierte 
Spaltung. 

2. Der Hexosenabbau geschichi durch eine primar oxydasekatal ysierte 
(oder dchydrusekatal ysierte) Oxydation. 


1 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 186, 224, 1923. 
2 H. Euler und K. Myrbdck, Ber. d. Chem. Ges. 57, 1073, 1924. 
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Nun ist es aber ferner wahrscheinlich, daB die beiden Hauptforn 
einander nicht ausschlieBben, sondern daB bald die eine, bald die and: 
bei den Organismen iiberwiegt, in gewissen Fallen beide vielleic): 
gleich intensiv vor sich gehen. 


Zusammenfassung von Abhandlung I und II. 


1. Es ist nachgewiesen, dab in PreBsaft und Alkoholfallung: 
Alkohol - Atherfallungen und Acetonfallungen aus dem Prebsatft 
sowie in Dauerpraparaten aus Aspergillus niger ein Enzym_ vor 
handen ist, das unter Absorption von atmospharischem O, Glykos: 
oxydiert. 


. 


2. Glykose wird unter dem EinfluB des Enzyms zu Glykonsaun 
oxydiert. Sowohl die Saurebildung im Verhiltnis zur O,-Absorptic: 
als der Glykoseverbrauch im Verhaltnis zur Saurebildung stimmen 
mit der Glykonsaurebildung tiberein. Es wurden etwa 20°,, der ge 
bildeten Saure vorgefunden, bestimmt als glykonsaures Calcium 
Vorversuche haben gezeigt, daB man mit den angewandten Methode: 
nicht mehr als 20°, Glykonsaiure aus einer Lésung von eiweil 
haltigen Enzympraparaten gewinnt. 


3. Das Enzym, welches Glykose oxydiert, hat den Namen Glykose 
oxydase erhalten. Es ist nicht bestimmt worden, ob es eventuell eine 
Glykosedehydrase ist. 

4. Die Enzympriparate aus Aspergillus niger zeigen eine ganz 
geringe CO,-Ausscheidung, die — wie es scheint nichts mit dem 
Glykoseabbau zu schaffen hat. 

5. Die Glykoseoxydase oxydiert vor allem Glykose, in geringerem 
Grade aber auch Mannose und Galaktose; wozu, ist nicht bestimmt 
Dagegen wirkt die Glykoseoxydase nicht auf Fructose, Xylose, Arabi- 
nose, glykonsaures Ca, Dioxyaceton, Glycerin und Acetaldehyd ein 


6. Wenn Aspergillus niger auf Mannose kultiviert wird, wird die 
Wirkung der Enzympriaparate auf Mannose nicht gesteigert, aber 
sie enthalten bestindig dieselbe Menge Glykoseoxydase. 


7. Aspergillus niger, kultiviert auf Fructose, enthalt Glykose- 
oxydase, aber kein Enzym, das auf Fructose einwirkt. 

8. Aspergillus niger, kultiviert auf Weinsiure oder Glycerin 
enthalt nicht Glykoseoxydase, aber auch keine Enzyme, die auf Wein 
siure oder Glycerin einwirken.  , 


9. Die Glykoseoxydase wirkt nicht auf Glykose in einer H,-Atmo 
sphare ein. 
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" 10. Das py-Optimum fiir die Glykoseoxydase liegt bei py 5.5 
i s 6.5. Bei niedrigeren Wasserstoffionenkonzentrationen bewirkt die 
he saurebildung der Glykoseoxydase eine Autokatalyse 


11. Die Glykoseoxydasewirkung steigt von 0 bis 30° Yq fallt 
er stark, von 1,6 bis 1,1. Die ,,Tétungstemperatur® (nach Euler) 
der Glykoseoxydase liegt bei etwa 73°. 
12. Die Glykoseoxydasewirkung ist unabhingig von Zusatz von 
Phosphationen und Insulin. 


safe 13. Die Glykoseoxydasewirkung nimmt schnell ab, indem sie in 
2', Stunden bei 20° auf 25°, herabfallt. 

14. Glykoseoxydase ist auch im PreBsaft aus Penicillium glaucum 
vorhanden. 








Uber das Verhalten von Insulin 
gegeniiber Réntgen-, Radium- und ultravioletten Strahlen. 


Von 
D. den Hoed, 8. E. de Jongh und A. E, J. Peek. 


(Aus dem Pharmako-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam.) 


(Eingegangen am 4. November 1928.) 


a) Radium- und Réntgenbestrahlung. 


Uber den Einflu8 von Radium- und Réntgenstrahlen auf dic 
Wirksamkeit von Insulin ist bis jetzt wenig bekanat. Wir fanden in 
der Literatur nur eine Mitteilung Nitzescus', wonach durch Réntgen 
bestrahlung keine Herabsetzung der Wirkung erfolgt, ferner eine 
Arbeit von Vogt?, der mit Insulin, das mit einer ,,Carcinom-Réntgen- 
dosis‘‘ vorbehandelt war, bei nichtdiabetischen Schwangeren eine 
Verstirkung der Wirkung meinte feststellen zu kénnen®. 


Es erschien uns darum nicht unzweckmabig, dieser Frage nochmals 
genauer nachzugehen. 


Da eine Empfindlichkeit von Insulin gegen Oxydation bekannt 
ist, suchten wir den EinfluB von Sauerstoff méglichst auszuschlieBen 
Hierzu wurde das Insulin steril gelést, in kleine Flaschchen gegossen 
und diese, nachdem hieraus der Sauerstoff mittels Durchleiten von 
Wasserstoff entfernt war, in einer H,-Atmosphare verschlossen (mit 
dicker Gummikappe und Paraffin). Fiir samtiiche Versuche wurde 
ein und dasselbe Insulinpraparat benatzt, das seit vielen Monaten im 
Pharmako-therapeutischen Laboratorium als Standard fiir Eichungen 


x 


in Gebrauch war (internationale Einheit = 0,36 mg). 


! Klin. Wochenschr. Nr. 51, 2343, 1924. 

2 Strahlentherapie 27, 106, 1927. 

8’ Er wihlte diese Versuchspersonen, da sie angeblich auf Insulin 
besonders gleichma®ig reagieren sollen. 
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Die frisch bereitete Lisung (20 Einheiten pro Kubikzentimeter) 
wurde jedesmal auf zwei Flaschchen verteilt, wovon das eine bestrahlt 
wurde, das andere aber als Kontrollésung diente. 

Nach der Bestrahlung wurden die beiden Insulinlésungen mit- 
einander an Hungerkaninchen in der Weise einer Kontrolleichung 
verglichen!. Dabei wurden die Folgen der inter- und intraindividuellen 
Unterschiede vermieden in einer Weise, wie das nach dem urspriinglichen 
Vorschlag von Dale und Marks von einem von uns (S. E£. de Jongh 
gemeinsam mit EF. Laqueur) in einer friitheren Mitteilung ausfiihrlich 
angegeben ist?. 

Wir spritzten jedem Kaninchen 0,2 mg Insulin, gelést in 1 cem 
einer n/100 HCl-Lésung, subkutan ein und bestimmten den Blut- 
zuckergehalt vor der Einspritzung und 1, 2, 3 und 4 Stunden danach 
(Doppelbestimmungen nach Hagedorn-Jensen). Gleiche Wirkung 
zweier Lésungen wird angenommen, wenn der mittlere Blutzucker- 
gehalt nach 1 und 2 Stunden sowohl wie der mittlere Gehalt nach 
1, 2, 3 und 4 Stunden der einen Gruppe sich weniger als +- 10°, von 
dem der anderen Gruppe unterscheidet. 


Eine in der angegebenen Weise sauerstofffrei gemachte Insulin- 
lisung wurde mit Réntgenstrahlen behandelt. Hierzu wurde das 
Flaschchen (in der réntgenologischen Abteilung des hiesigen In- 
stituts fiir Krebsforschung, ,,Anthonie v. Leeuwwenhoekhuis‘) wihrend 
63, Stunden in 24cm Entfernung vom Fokus ohne Filter mittels 
eines Reformapparats (Coolidgeréhre, 180 Kilovolt, 2 Milliamp.) 
bestrahlt. Diese Technik wurde gewahlt, um ein zweckmibiges 
Gemisch von weichen und harten Strahlen zu bekommen. Die 
Wertbestimmung des so behandelten Insulins verglichen mit der der 
Kontrollésung ergibt sich aus der Tabelle I. 

In der Tabelle I ist fiir jedes Kaninchen angegeben: Gewicht, Datum 
der Versuche und ferner die Blutzuckerwerte, d.h. das Mittel aus zwei 
Doppelbestimmungen. Darunter sind angegeben die Mittel fiir jede Gruppe 
von drei (zwei) gleichbehandelten Tieren, sowie auch die mittleren Werte 
nach 1 bis 2 Stunden bzw. nach 1 bis 4 Stunden; endlich die daraus be- 
rechneten Mittelwerte fiir siimtliche sechs (fiinf) Kaninchen, und zwar sind 
sowohl die Zahlen fiir die Einspritzungen mit unbestrahltem (A) wie mit 
bestrahltem (B) Insulin angegeben. Die Endwerte, worauf es ankommt, 
sind fett gedruckt. 

Aus der Tabelle I geht hervor, daB sich keine wesentlichen Unter- 
schiede zeigen (0,60 und 0,71 fiir unbestrahltes Insulin, 0,66 und 0,74 
fiir bestrahltes). ; 


1 Diese Zeitschr. 168, 338, 1925; Ned. Tijdschr. v. Geneesk. 1, Nr. 21, 
1926. 
2 Diese Zeitschr. 168, 308, 344, 1925. 
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Tabelle I 
Mitte 
Ge. No 
Datum . a Nach Nach Nach Nach 
Nr. wicht Lésung Beat | 1 Sed. 2Std. 3Std. 4Std. 1-2 1~4 
g 1996 . Std yd 


228 8500 9. II. | | 1,18 0,60 0.59 0,63 
56 2460 9.1L ' Kontr.A /} 118 0.62 065 0.88 
109 3110 9. | | 129 0.65 0.78 0.96 
97 2630 9.1L. ) 0.86 0,60 0,73 0,79 
137 2070 9.11. | Rontg.B} 1.04 068 0.87 0.86 
43 2690 9.11. | 0.89 0.54 0,59 0.64 


97 2660 16. II. ] 1,98 0,62 0,65 0,76 
137 2260 = 16. II. 1,03 0,46 0,56 0,60 


43 2800 16. IL. | 114 0.66 0.69 | 0.80 
\ 


228 3549 | 16.11. | B 1,07 0,58 | 0,59 | 0,61 


Sores soe rrs 
eS Sae ESE SEN 


56 2590 16.11. | 1,10 0,69 0,80 0,93 
109* 
228, 56 9. II. A 1,18 061 0,62 0,73 0,88 0,61 0,7! 
228, 56 16. II. B 1.08 0,63 0.69 0,77 0,91 0,66 0.75 
97, 137, 43 9. II. B 0,93 0,61 0,73 0,76 0.86 0,67 0,74 
97, 137, 43 16. II. A 1,09 0,58 0,63 0,72 0,92 0.60 0,71 
9. II. 4 1,12 0,60 0,63 0,72 0,90 0,60 0.71 
Alle Tiere oder | 
| 16. I. B 0,99 0,62 0,71 0,76 0,88 066 0.74 


* Wihrend des Versuchs gestorben. 





Tabelle II. 
Ger | Dat Norm. | Neck | Nech Nech | Nach ——— 
atum *|Nach Nech Nach Nach ————— 
Nr. wit Lésung Bhat | t Sed. 2Std. 3Std 4Std. 1-2 1-4 
e | 19% Std. Std 
136 2210 | 12.10. 1,04 0,63 0,40 0,35 | 0,35 


48 2610 | 12.11. | Kontr. A! 101 0.56 047 0:37 | 0.57 
48 =. 2500 | 12.1. | 1,16 0,41 0,25 0,84? 0,68 


241 3480 12.11. | | 1,27 0,76 0,69 0,85 | 0,72 

131 1780 12.11. |RadiumB! 1.21 | 0.54 0.52 0,51 | 0.55 

1 3880 | 12.11. | | 0.96 0,62 0.56 0,81 0,88 

241 3700 | 19.11. ( 0,99. 0,58 0,65 0,877) 0,89 

131 1820 19. IL. A 0,90 0.54 | 0155 0.57 | 0.79 

1 | 4000 19.1. J | 111/057 0.76 0.91 | 114 

136 2130 19.11. | j 114 0.39 0,18 0,42 | 0,66 

48 2640 19. II. B 1.09 0,67 0.63 0,84 0,85 

148 2590 19.10. | | 1:18 0.45 | 0:25 0.63 0.81 
136, 48, 148 12. Il. A 1,07 0,53 0,37 0,35 0,53 0.45 0,44 
136, 48. 148 19. I. B 1.12 0.50 0,85 0.63 0.77 0.42 0.56 
241, 131, 1 12. II. B 1115 0.64 0.59 0.72 0.72 0.61 0.67 
241. 131, 1 19. II. A 1,00 0.56 0.65 0.78 0.94 0.60 0.73 
(| 12.01 A 1,03 | 0,55 | 0,51 (0,57 | 0,78 0,52 0.58 

Alle Tiere | oder 

. | 19. 00. B 1,13 0,57 | 0,47 0,67 0,74 0.52 061 








0,71 
0.75 
0.74 
0.71 
0.71 


0.74 


i—4 
Std 
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In einem zweiten Versuch wurde eine Flasche Insulin wihrend 
x” Stunden mit Radiumstrahlen behandelt. Hierzu wurden drei Radium- 
bromidréhrchen (je 10 mg Element) aus '4 mm dickem Stahl um die 
Insulinflasche gebunden. 

Tabelle II ergibt, daB die Eichung auch diesmal keine Unterschiede 
in der Wirkung erkennen la6t. Die Endzahlen sind hier 0,52 und 0,58 
fir das unbestrahlte Insulin und 0,52 und 0,61 fiir das bestrahlte. 

Wir sind ferner nachgegangen, ob ein EinfluB festzustellen sei 
in Gegenwart von Sauerstoff. In dem dritten Versuch wurde also eine 
sterile Insulinlésung ohne Kautelen bestrahlt bei derselben oben- 
genannten Réntgentechnik und Dosierung. 


Tabelle ITT. 





res Datum Norm. Nich Nach | Nach Nach so 
' vias : c i ' c G = 
Nr wieht Lésung — 1Std. 2Std 3Std. 4Std 1-2 1—4 
Z 1926 zucker Std. Std 
82 2420 31. I. | | 1.05 9.55 0.55 0,90 O85 
95 1670 31.10. | Kontr.A | 1,06 0.56 0.47 081 0.91 
133 2920 31. IIL | 119 0:63 0.64 0.63 0,82 
40 2400 31. IIL. | ( 1.27 047 045 0,76 087 
62 9900 31. I. | Rontg.B ) 1,06 045 051 0.63 0.85 
5 2540 31.10. | | 086 0.54 0.55 0.78 0.75 
40 1700? 21. IV. | 1.24 O88 0,66 061 0.67 
62 225 21. IV. A 1.06 0.55 0,57 0.46 0.69 
5 —«-2320—s-2 Iv. | | 102 0:70 0.64 0.62 0.48 
82 2300 21. IV. | ( 1,08 0,80 0,66 0,79 0,77 
95 1320 21. IV. B 111 0.77 0.66 0.55 | 0.65 
133 2750 21. Iv. | | 0:98 0.56 049 061 0.78 
82, 95, 133 81. TI. A 1,10 058 0,55 0,78 0,86 0,56 0.69 
82. 95. 133 91. IV. B 104 0:71 0.60 0.65 '0.73 0.65 0.67 
49. 62, 5 31. TIL. B 1.96 049 050 0.72 082 0.49 0.63 
40. 62. 5 21. IV. A 1.11 0.71 0,62 0,56/0,61 0.66 0.62 
31. IIL. A 110 0,64 059 0,67 0.78 061 0.65 
Alle Tiere oder 
| 21. IV, B 1,05 0,60 0,55 0,68 0,78 057 0,65 


Auch hier blieb das Insulin unverandert, wie sich aus der Tabelle ITI 
ergibt. Die Endzahlen sind hier 0,61 und 0,65 gegeniiber 0,57 und 0,65 
Die Tabelle IV (folgende Seite) zeigt die Wirkungen von 90stiindiger 
Radiumbestrahlung von Insulin, das ohne Wasserstoffdurchleitung, 
also dem Einflu8 des Sauerstoffs ausgesetzt blieb. Hieraus liBt sich 
eine gewisse Verminderung der Wirkung des Insulins erkennen. Die 
Endzahlen der Eichung waren 0,50 und 0,65 gegeniiber 0,58 und 0,75 

Um sicher zu sein, daB der Befund kein zufalliger war, haben wir 
diesen Versuch nochmals, und zwar mit héheren Radiumdosen wieder 
holt (s. Tabelle V). Hierbei ergibt sich auch eine Verminderung der 
Wirkung: 0,52 und 0,56 unbestrahlit gegen 0.58 und 0.69 bestrahlt 
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Tabelle IV. 
Mittel 
Ge No 
Nr wicht, Pet Leung | Bute NSCS DStd. Sea. asad 1-2 tna 
g 1926 er Std. Std 
121 2249 22. IX. | 1.34 0.45 0,50 0.59 0.88 
165 2440 22.1X. | Kontr.A | 0.87 0,67 0.85 1.21 1,10 
198 2220 22. 1x. | | 119 042 0,55 083 0,92 
38 2290 22. IX. | 1,14 0,88 0,31 0.60 0,76 
92 2170 22.1X. |RadiumB! 141 0.60 0.49 0.76 0.97 
140 2170 22. 1x. | | 421 0,67 0.68 1.08? 1.11 
38 2350 29. IX. | | 1,05 0,36 0,39 0,42 0,73 
92 2170 29. IX. A 0.98 0.42 0.46 0.87 0.93 
140-2170 29. 1X. | 1,39 0,62 0,39 0,38. 0,75 
121 2300 29. IX. { 1,16 0,52 0,87 1,05 1,25 
165 2500 29. 1X. | B 1.11 0.63 0.55 0.78 0.99 
198 2250 29. 1X. | | 111 0,62 0,68 0,75 0,98 
121, 165, 198 22. IX. A 1.13 0.51 0,63 0.88 0.95 0.57 0.74 
121. 165, 198 29. IX. B 113 059 0.70 0.86 1.071064 08! 
38, 92, 140 22. 1X B 1.25 0.55 0.49 0.80? 0.95 0.52 0.70 
38, 92, 140 29. IX. A 1.14 047 0.41 0.56 0.89) 0.44 0.56 
( 22. 1X. A 1,18 0.49 0,52 0,72 0.87 0.50 065 
Alle Tiere ‘ oder 
| 29. Ix B 1,19 0,57 0.59 0.88 1,01 058 0,75 
Tabelle V. 
Ges Dat Jo M ttel 
ne. | sie | PA | amg | aa | Nach Sige Nach Nach | 
“ 1927 -_ “| Std. | Std 
228 9 18. VL 1.17 046 0,61 047 0,59 
137 2 (18, VI. Kontr.A | 0.97 0.50 0.45 0.36 0.48 
19 2? 18. VL. 0.87 0.70 0.57 0.60 0.67 
126 ? (18. VI. | 0,86 0,692 0,59 0.91 0,912 
97 ? 18. VI. wie B 0.97 059 0,52 0,64 0,92 
148 2 | 18. VI. 0.88 0.58 0.44 0.57 081 
126 2850 | 25. VI. | { 0.91 0,65, 0,54 0,58 0,76 
97 2670 25. VI. A 1.21 0.40? 042 0.44 0.55 
148 2630 25. VI. || | 098 0.51 0.51 0.81 0:94 
+ 228 2300 | 25. VI. | { 1,09 0,56 (0.87 0,50 0,88 
137 222) | 25. VI. B 1,10 0,69 | 0.49 | 0.63 0.76 
19 | 1980 | 25. vi. || | 101 0,90 | 0,71 0,94 1,02 
228, 137, 19 18. VI. A 1,00 0.55 0,54 / 0,48 0,58 0,54 0,54 
998. 137, 19 25. VI. B 1,07 0,72 0.52 0,89 0,89 0,62 0.70 
126, 97, 148 18. VI. B 0.89 0.59 0.52! 0.71 0.88 | 0.55 | 0.67 
126, 97, 148 25. VI. A 1,02 0,52 | 0,49 | 0,59 0.75 | 0,50 | 0,59 
18. VI. A 1,01 0,53 | 0,51 0,53 0,66 052 0,56 
Alle Tiere oder 
25. VI B 0.98 0.65 0,52 0,70 0,88 058 069 











0.74 
O81 
0.70 
0.56 
0.65 


075 


1—4 
Std 


1.69 
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Aus duBeren Griinden standen hier nicht immer dieselben Mengen 
Radiumbromide zur Verfiigung. In dem letzten Versuch wurden 
4320 Milligrammstunden angewandt, wahrend es in den friiheren 2400 
und 2900 waren. Aber auch dieser Versuch (Tab. V) lieB erkennen, 
dai} nach der Behandlung mit diesen groBen Dosen Ra ohne Ausschlub 
von Sauerstoff ein Riickgang der Wirksamkeit des Insulins, aber keine 
weitgehende Zerstérung eintritt. 

Herr Prof. P. Zeeman, Direktor des physikalischen Instituts 
der hiesigen Universitat hatte die Liebenswiirdigkeit, zu berechnen, 
wieviel Gesamtenergie annihernd in den verschiedenen Versuchen 
dem Insulin zugefiihrt war. Ihm danken wir die Méglichkeit, fest- 
zustellen, daB nicht einfach quantitative Unterschiede in der zugefiihrten 
Energie den Grund fiir den verschiedenen Erfolg von Radium- und 
Réntgenstrahlung bilden. Die Gesamtenergie betrug in den_ ver- 
schiedenen Versuchen: 

1. Réntgenbestrahlung jedesmal etwa 93 . 10’ Erg 

2. Radiumbestrahlung sauerstofffrei etwa 34 . 10° Erg. 

3. Radiumbestrahlung unter Zutritt von Sauerstoff etwa 38 . 10° 

bzw. etwa 130. 10? Erg. 

Es stellt sich heraus, daB mit Radium eine Verminderung der 
Insulinwirkung hervorgerufen ist, auch wenn die benutzte Energie 
viel kleiner ist als die bei der Réntgenbestrahlung zugefiihrte. Es 
miissen die Unterschiede also mehr qualitativ bedingt sein. Die Griinde 
hierfiir sind uns unbekannt. 


b) Ultraviolette Strahlen. 


Nitzescu' fand nach Ultraviolettbestrahlung sein Insulin un- 
verandert zuriick. Nach Mitteilungen von Ellis und Newton*, Bunge 
und Wickwire® aber werden Insulinlésungen doch teilweise oder ganz 
zerstért, je nach der Dauer der Bestrahlung. Dabei bestrahlten Ellis 
und Newton ihre Lésungen in ausgekochter physiologischer Salzlésung 
und in Stickstoffatmosphare. Bei diesen Widerspriichen schien eine 
Wiederholung der Versuche am Platze. 

Bei unseren Versuchen wurden 4¢ mf = 50 Einheiten Insulin in 
lW00cem n/100 HCl gelést und eine Halfte in einem Q, arzkolben 
wihrend 19 Stunden in einer Entfernung von 24cm mit einer Queck- 


silberquarzlampe bestrahlt, in diesem Falle ohne AusschluB der Luft. 


Die andere Halfte wurde zu Kontrollversuchen verwendet. Von der be- 


tile. 
2 Amer. Journ. Physiol. 78, 530, 1925. 
* Journ. of biol. Chem. 72, 827, 1927. 
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strahlten und unbestrahlten Lésung wurden jedesmal 2 com = | Einhv it 
bei einer gleichen Zahl Hungerkaninchen eingespritzt. Da nach den 
Erfahrungen des gréBeren Teiles der Autoren grobe Anderungen in cer 
Insulinwirkung zu erwarten waren, konnten wir zunichst das ein 
fachere Verfahren der Auswertung benutzen, nimlich Beobachtung 
der Wirkung der sogenannten Krampfgrenzdosis. 


Tabelle V1. 


Jedes Kaninchen bekam 0,8 mg (= 1 Einheit) Insulinum Neerlandicun 

(Organon) Nr. 0266 in 2cem n/100 HC-Lésung A unverandert, Lésung B 

hei Gegenwart von Luft 19 Stunden im Abstand von 24cm mit Quarz 
lampe bestrahlit. 








Kaninchen Blutzucker °/o9 
Nr. mpd nach 2 Std. nach 4 Std. hee a a 
47 2100 0,47 1,09 
| 224 230 Krampf ins K 
Kontrolle A 77 2400 0,60 1,16 om 
| 123 920 0.55 0.85 | 
95 2050 0,47 1,00 
5 2400 1,00 1,04 
| 40 2400 1,00 1,08 | 
B 103 2150 1,00 1,04 1,00 
| 316 2350 1:00 116 | 
91 2250 1,00 1,18 


Aus der Tabelle VI ersieht man, dab, wahrend die Kontrollésung den 
Blutzucker bei der Mehrzahl der Kaninchen bis zur Krampfgrenze 
erniedrigt, die bestrahlte Lésung kaum einen Einflu8 ausiibt. Die 
Aktivitaét des Insulins ist also nach der Bestrahlung fast ganz ver 
schwunden. 


Ein fast gleiches Ergebnis hatte ein anderer Versuch, wobei dasselbe 
Insulinpraparat benutzt wurde, zugleich aber die Luft ausgeschlossen 
war. Die Lésung erfolgte in n/100 HCl, und die Bestrahlung fand in 
CO,-Atmosphare statt. Ferner ist zu erwahnen, daf nur 4!., Stunden 
also bedeutend kiirzer als das erste Mal, bestrahlt wurde (Tabelle VII) 


Derselbe Versuch mit einer Insulinlésung eines anderen Praparats $ 
(0269 b) wiederholt, fiihrte gleichfalls zu einer Zerstérung der Aktivitit 7 | 
(Tabelle VIII). Auch hier war véllige Unwirksamkeit des Insulins F 
nach Bestrahlung zu beobachten. | 


A a le Ney 








— 
ww 


Bei allen Versuchen war an der bestrahlten Lésung ein eigen 
tiimlicher Geruch, erinnernd an gewaschene Wolle, wahrzunehmen 
Ferner waren die Lésungen triibe geworden. 
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Wie Tabelle VI. 
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Tabelle VII. 


Nur wurde die Lésung mit ausgekochter n/100 HC\l- 
Losung und in CO,-Atmosphare bereitet, und die Bestrahlung nur wahrend 
4% Stunden vorgenommen. 





hontrolle 


A 





Nr. 


144 
109 


Kaninchen 


Gewicht 


~ 


1950 
1900 
2000 
1909 
1750 
1900 
2050 
1750 
1550 
1900 
1350 
2000 


Tabelle VIII. 


Blutzucker °/oo 


nach 2 Std. 


Krampf 
0,50 
Kram pf 


0,57 
0,50 
1,17 
Kram pf 
0,78 
0,60 


Wie Tabelle VII. Nur bekam jedes Kaninchen 0,2 mg ( 
Neerland (Organon) Nr. 0269b in leem n/100 HCl. 


Mittelwert 


finf Krampft 
eins 0,50 


eins Krampt 
0,72 





1 Einheit) Insulin 





Kontrolle 


A 





Nr. 


100 
12 
137 
88 
46 
75 


132 
157 
155 
135 
143 

83 


Kaninchen 


7 
1850 
1700 
2100 
1750 
2150 
1900 


2000 
1750 
1950 
1650 
2250 
2050 


~ Gewicht — 


Blutzucker °/» 


nach 2 Std. 


0,42 
0,44 
0,68 
Krampf 
0,46 
0,68 


0,83 
1,00 
1,28 
1,00 
1,00 
1,00 


Mittelwert 


eins Krampf 
0,58 


1,02 





Ellis und Newton' nehmen an, daB das Insulin durch Spuren 
Sauerstoff zerstért wird, die durch Auskochen usw. nicht entfernt sind. 
Die Anderungen, welche in unseren Lésungen vorgegangen sind, kamen 
uns zu groB vor, um durch Spuren Sauerstoff erklart werden zu kénnen 
Es ist aber eine bekannte Tatsache, daB aus Wasser durch Bestrahlung 
Wasserstoffsuperoxyd gebildet wird, und man kénnte so die Zer- 


2 Le. 
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stérung der Aktivitat und die iibrigen Anderungen der Insulinlésing 
durch Oxydation mittels Wasserstoffsuperoxyd erkliren. 


Bei einem folgenden Versuch haben wir Wasser als Lisungsmitte! 
ausgeschaltet und listen 90 mg (= 450 Einheiten) Insulin (Priparat 
Nr. 0269b) in 2,4g kristallinischem Phenol, das vorher geschmolzen 
und dann mit 0,6 g absolutem Alkohol vermischt war. Das Insulin 
wurde erst gelést, als die Phenol-Alkohollésung bis auf Zimmertemperat ur 
abgekiihlt war. Eine Quarzkiivette wurde ganz mit dieser Lésuny 
gefiillt und dann wahrend 41. Stunden in einer Entfernung von 24 cm 
mit der Quarzlampe bestrahlt. 

Nachher wurden 0,5 cem der bestrahlten Lésung verdiinnt mit 
n/100 HCl bis 150 cem, gleichfalls 0,5 cem der unbestrahlten Lésung 
und von beiden 2 cem bei Hungerkaninchen eingespritzt. 


Tabelle IX. 





Kaninchen Blutzucker °/o» 
Nr. oan nach 2 Std. Mittelwert 
110 1950 0,47 
7 1700 0,63 ; 
one 2 1750 0,57 rea na a 
ontrolle A 99 1800 kein Blut “Mitel 0.64 
85 2400 0,88 — 
160 1750 Kram pf 
109 1900 a 
67 1850 " 
B 106 2050 0,59 fiinf Krampt 
144 2000 Kram pf eins 0,59 
133 18% n 
68 1800 _ 








Aus der Tabelle LX geht hervor, da das Insulin jetzt nicht zerstort 
worden ist, und wenn tiberhbaupt verandert, dann eher in der Richtung 
als hatte es an Aktivitat gewonnen. 


Da die hier gebrauchte Versuchsanordnung durch die individuelle 
Empfindlichkeit nur grébere Unterschiede anzuzeigen vermag, wurden 
die bestrahlten und unbestrahlten Insulinlésungen bei einem folgenden 
Versuch in der Weise einer Kontrolleichung verglichen (s. auch 8. 145 u. f 


Aus Tabelle X geht deutlich hervor, dab die Bestrahlung einer 
phenolischen Insulinlésung mit ultraviclettem Licht keinen Einflu! 
auf die Aktivitat ausiibt. In anderer Beziehung besteht wohl ein ge 
wisser EinfluB, da die bestrahlte phenolische Lésung viel dunkler 
gefairbt ist als die unbestrahlte und auBerdem bei Verdiinnung mit 
n/100 HCl tribe wird, wogegen die unbestrahlte Lésung ganz klar bleibt 
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Tabelle X. 


Lésungen wie in Tabelle LX, nur auf das Doppelte verdiinnt. 





Ge: ‘eee ' Mitte! 
Ne wide | Datum Leng Bigs Nach Nach New, Nese 
g 1928 oe Std. Std 
133 1900) «=13. V1. 1,14 0.72 0438 0,74 1,91 
161 1850 13.VI. } Kontr. A! 1,24 047 049 0,68 0.93 
82 2950 | 13. VI. | 110 0.60 045 0.62 0.84 
22 1900 | 13. VI. | | 1.14 O85 0.55 0.75 0.77 
111 2250 | 13. VI. , Radium Bi) 136 046 0,55 0,70 0.77 
144 2100 | 13. V1. } | 0:92 0.48 0.45 0.71 0.73 
22 1900 | 21. VI. | 1,01 0,57 0,70, 0,89 1,02 
111 2100 21. VI. A O88 0.51 0.56 0.63 0.87 
144 2050 21.V1. | | O80 0.34 0.48 061 0,72 
133 1950 21. VI. | | 0,82 0.46 0,50 0,70 0,96 
161 1890 21. VI. B 0.82 0,34 0,47 0,68 0,95 
82 | 2600 21.VI. | | 0.93 0,56 0,54 0.97) 1,14 
133, 161, 82 13. VI. A 1.16 0.69 0.46 0.68 0,98 0.53) 0.67 
133, 161, 82 21. VI. B 0.86 045 0,59 0,78 1,02 048 0,69 
22. 111, 144 13. VI. B 1.14 0.58 0.52 0.72 0.76 0.55 0.65 
2 111, 144 21. VI. 4 0,99 047 O58 0.71 O87 0,52 0,66 
| 13. VL. A 1.03 0.58 0,52 0.69 0.90 O58 0.66 
Alle Tiere oder 
| 21. V1 B 1,00 0,52 0.51 0,75 0.89 052 067 


Wiahrend also Insulin in Wasser auch bei AusschluB von Sauerstoff 
gréBtenteils durch ultraviolette Strahlen zerstért wurde, blieb jede 
schidliche Wirkung hiervon in phenolischer Lésung aus. Der Grund 
der Zerstérung muB also im Wasser liegen. Da bekanntlich, wie erwahnt, 
im bestrahlten Wasser H,O, gebildet werden kann, kann dadurch 
das unterschiedliche Verhalten von Wasser- und Phenollésungen 
erklart werden. Ob die H, O,-Bildung aber die einzige oder die wichtigste 
Ursache ist, miissen weitere Versuche entscheiden. 


Zusammenfassung. 


Insulin ist bei sicherem AusschluB von Luft gegen Rontgen-. 
Radium- und ultraviolette Strahlen bestandig. Auch bei Gegenwart 
von Luft haben Réntgenstrahlen keinen Einflub, wihrend dann Radium- 
strahlen, auch wenn ihre Energie geringer als die der Réntgenstrahlen 
ist, Insulin schwicht. Noch mehr fiihren ultraviolette Strahlen in 
wisseriger Lisung durch Spuren darin vorhandenen Sauerstoffs oder 
durch H,O,-Bildung zu weitgehender Zerstérung des Insulins, wahrend 
jeder EinfluB in Phenollésung fehlte. 


10* 





Uber den Kinflué von Aminosiuren 
und ihren Abkémmlingen auf die Adrenalinhyperglykimie. 


Von 
M. Chikano. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akadem) 
zu Osaka.) 


(Eingegangen am 7. November 1928.) 
Mit 22 Abbildungen im Text. 


EiweiBaminosiuren zeigen in manchen Fallen besondere physiol 
gische Wirkungen, die bisweilen der eines bestimmten Hormons nah 
stehen. Betrachtet man ferner die Hormone, deren chemische Kor 
stitution schon sichergestellt ist, so sieht man, daf einige Aminosaure: 
in mancher Beziehung mit bestimmten Hormonen verwandt sind 


Nicht nur bei. diesen Aminosduren selbst, auch bei ihren inter 
mediaren Stoffwechselprodukten ist dies der Fall. Auf Grund mehreret 
Arbeiten in unserem Institut ist Herr Prof. Aotake! seit langem der 
Meinung, daB einige Aminosauren ‘und chemisch ihnen nahestehend 
intermediare Stoffwechselprodukte, insbesondere im Sinne der akzessori 
schen Hormone, eine bestimmte physiologische Rolle spielen diirften 


Uber die Muttersubstanzen des Adrenalins und den chemischen 


Verlauf seiner Bildung im Organismus sind bisher verschiedene An 
nahmen geauBert, jedoch ohne hinreichende experimentelle Grundlag: 


Ich habe den Einflu8 einiger Aminosiuren und ihrer Abbau 
produkte auf die Adrenalinhyperglykamie studiert, um in erster Liniv 
den biologischen Zusammenhang des Adrenalins mit den als sein: 
Muttersubstanzen angenommenen Materialien klarzulegen. 


1 Y. Kotake, Nisshin Igaku, Jahrg. 10, Spezialheft u. Jahrg. 14, Heft 10. 
ll, 12. 
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Abderhalden* hat neuerdings berichtet, dab die meisten Amino- 
sauren, die er in seinem Versuche mit isolierten Organen verwendet 
hat, die Adrenalinwirkungen beférdern 

In der vorliegenden Mitteilung habe ich jedoch meine Versuche 
iiber die Beeinflussung obengenannter Substanzen auf die Adrenalin 
hyperglykamie nicht mit den isolierten Organen, sondern mit ganzen 
Tieren angestellt. 

Es war seit langem deswegen vergeblich unternommen, freie 
Aminosauren aus Blut zu isolieren, weil keine sichere Verfahren ge- 
funden waren, die sekundare EiweiBspaltung beim EnteiweiBen des 
Blutes vollstandig auszuschlieBen. Mit einem geschickt eingerichteten 
Apparat hat J.J. Abel* zuerst die dialysierbaren Substanzen aus 
zirkulierendem Blute isoliert, wobei er daraus mehrere Aminosauren 
Alanin und Valin in kristallinischer Form, gewinnen konnte. Danach 
ist es E. Abderhalden® gegliickt, durch sein grobartiges Dialysier- 
verfahren des Rinder- und Pferdeserums und -plasmas chemisch reine 
Aminosiauren zu erhalten. Dadurch konnte er alle bis heute gefundenen 
Aminosauren im normalen Serum und Plasma nachweisen. 

Die Organversuche, bei denen es sich stets nur um eine unter- 
suchende Substanz handelt, sind fiir die Ermittlung der physiologischen 
Wirkungen der betreffenden Substanz im Korper insofern nicht immer 
geeignet, als viele wirksame Substanzen (z. B. die Aminosiuren, die 
nach EF. Abderhalden schon in einer Konzentration von | : 25000 bis 
|: 200000 deutliche Wirkungen auf isolierte Organe auszulésen ver- 
mégen) normalerweise unter gegenseitiger Regulation ihrer einzelnen 
Wirkungen in einem bestimmten Gleichgewichtszustand im zirku- 
lierenden Blute stehen werden. Wenn man dagegen die Versuche mit 
dem ganzen Organismus anstellt, bei dem die durch die Aminosiuren- 
(leichgewichtsstérang im Kérper, welche durch iiberschiissige Ein- 
fihrung der zu untersuchenden Aminosiure hervorgebracht wird, 
auftretenden Erscheinungen beobachtet werden kénnen, so kann man 
hierdurch die natiirlichen Wirkungen der Aminosduren im Organismus 
ermitteln. 

Unter diesem Gesichtspunkt habe ich die Blutzuckerversuche 
mit mehreren Aminosiiuren und einigen Derivaten derselben vor- 
genommen, weil der Blutzucker im normalen Zustande innerhalb 
einer bestimmten Grenze immer ein Gleichgewicht hilt und der Blut- 
zuckerspiegel im obengenannten Sinne einen Malbstab fiir die Stoff- 
wechselveranderungen darstellt. 


1 EB. Abderhalden und Gellhorn, Pfliigers Arch. 206. 154 
2 J.J. Abel, Journ. of pharm. and exp. therap. 5, 275 und 611. 
8 EB. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 114, 250. 
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Unter etwa zehn Aminosauren, deren Einfliisse auf die Adrenal; 
hyperglykamie ich untersucht habe, sind mit Tyrosin, Tryptopha 
Leucin und 3,4-Dioxyphenylalanin betrachtliche Wirkungen av 
zulosen 


Tyrosin hat, 3 bis 4 Stunden nach seiner subkutanen Einspritzung, 


eine stark beférdernde Wirkung auf die Adrenalinhyperglykami 
Tryptophan bedingt als solches eine schwache Hypergivkamie und 
beférdert auch die Adrenalinhyperglykiimie. Dioxyphenylalanin rut: 
eine betrichtliche Hyperglykamie hervor. Leucin, unter bestimmt: 
Bedingungen auch Histidin, hemmt dagegen die durch Adrenalin 
hervorgerufene Hyperglvkamie. Phenylalanin, dessen chemischy 
Konstitution der des Tyrosins sehr nahe steht, besitzt trotzdem kein 


merkliche Wirkung auf den Blutzuckerspiegel. Andere aliphatische 


Aminosiuren, wie Glutaminsaure und Glykokoll, tiben keinen be 
sonderen EinfluB auf den Biutzucker aus. 

Wenn man die Versuche mit diesen Aminosiuren genauer bx 
trachtet, so erkennt man, da} die beférdernden Wirkungen der Adre 
nalinhyperglykamie nicht ohne weiteres auf die der Aminosauren selbst 
zuriickgefiihrt werden kénnen. Insbesondere fiihrte mich die Tatsach« 
daB Tyrosin nach einer Stunde seiner Injektion auf die Adrenalin 
hyperglykamie hemmend wirkt, zum EntschluB, auch die Wirkungen 
der intermediaren Stoffwechselprodukte solcher Aminosauren zu 
priifen. Die Versuche mit Phenylbrenztraubensiure und -milchsiure 
Desaminierungsprodukte des Tyrosins, sind derart ausgefallen, dat 
die erstere. wie beim Tyrosin, férdernd auf die Adrenalinhyper 
glykamie wirkt, die letztere dagegen nicht. 

Aus diesen Versuchen liegt die Annahme nahe, dal wenigsten- 
ein Teil des eingefiihrten Tyrosins tiber die Ketosaure in die Substanz 
iibergefiihrt werde, der die férdernde Wirkung zukommt. 

Hierbei versagte mir jedoch die Darstellung der Dioxypheny! 
brenztraubensiure. die nach oben angegebenen Versuchen auch eine 
merkwiirdige Wirkung erwarten l4Bt; statt ihrer aber konnte ich dir 
Oxymethoxyphenylbrenztraubensaure erhalten Sie hat, doch un 
bedeutend, eine den Blutzucker steigernde Wirkung. 

Brenzkatechin bedingt eine deutliche Hyperglykamie, Protokatechu 
siure dagegen nicht. 

Mit den intermediaren Produkten des Tryptophans konnte ich 
keine Versuche vornehmen, mit Anthranilsiure, einem Spaltprodukt 
des Tryptophans durch Mikroorganismen nach Sasaki!, wurde jedoc! 
nachgewiesen, dab sie schon keine Blutzuckerwirkung besitzt 


1 T. Sasaki, Journ. of Biochem. 2, 251. 
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Betrachtet man die chemischen Konstitutionen jener Amino- 
sauren und auch ihrer Abbauprodukte, die Adrenalinwirkung ver- 
starken oder die Hyperglykamie hervorrufen, so findet man, daB sie 
ilgemein den Benzolkern enthalten und strukturchemisch zum Adre- 
nalin in enger Beziehung stehen. Wenn man ferner die Wirkungsstarke 
lieser Verbindungen miteinander vergleicht. so kann man im all- 
gemeinen feststellen, da®B ihre Wirkung desto starker ist, je naher ihre 
hemische Struktur der des Adrenalins steht Insbesondere Dioxy- 
phenylalanin, welches dem Adrenalin am nachsten steht, verhalt sich 
nicht nur biologisch, sondern auch in bezug auf seine chemischen 
‘eaktionen wie das Adrenalin, z. B. treten dieselben Farbungen mit 
der Sublimat- wie auch mit der Jodsdurereaktion auf, wie beim 
Adrenalin. 

Ich habe darauf mit Aominami noch einen Versuch iiber die 
\drenalinspaltung im Serum bei Bruttemperatur angestellt, indem 
wir den Adrenalingehalt im Serum, das vorher mit einer bestimmten 
Menge von Adrenalin versetzt war, nicht nur biologisch. sondern auch 
nach meiner chemischen Methode in verschiedenen Zeitintervallen 
bestimmt haben. Wir fanden, da die Substanzen, welche die Adrenalin 
reaktion zeigen, noch im Serum zuriickbleiben, wenn sie auch so weit 
gespalten waren, daf sie sich nicht biologisch nachweisen lassen 

Meine titrimetrische Methode der Adrenalinbestimmung, die auf 
der Jodsaurereaktion des Adrenalins beruht, lift eine geringe Menge 
von Adrenalin genau bestimmen: Jedoch kann man die dem Adrenalin 
am nachsten stehenden Substanzen, die daneben vorhanden sein kOnnen 
durch meine Methode, wie es auch bei den anderen chemischen Methoden 
der Fall ist, nicht vom Adrenalin unterscheiden. Dariiber teile ich 
in der nachsten Arbeit Naheres mit. 


Auch das Resultat des Versuches von Maiweg', der den Adrenalin. 
gehalt in der durch Hineinleiten von Luft oder Sauerstoffgas oxy- 
dierten, rétlich gefairbten Adrenalin-Phosphatpufferlésung, deren 
Wasserstoffionenkonzentration der des Blutes entspricht, in ver- 
schiedenen Oxydationsstufen einerseits chemisch nach Folin. anderer 
seits biologisch nach Ellioth durch Blutdruckmessung  bestimmte, 
stimmte im groben und ganzen mit dem unseres Versuches tiberein 


Die oben angegebenen wirksamen Substanzen sind nichts anderes 
als Spaltprodukte des Eiweibes, die physiologisch im Organismus 
erscheinen. Die Spaltprodukte des Adrenalins stellen auch die physio 
logisch im Organismus auftretenden Substanzen dar, die bei der Zer 
setzung des aus Nebennieren sezernierten Adrenalins gebildet werden 


! H. Maiweg, diese Zeitschr. 184, 292, 1922. 
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Die obengenannten Substanzen, die sowohl! biologisch adrena| 
ahnliche Wirkungen als auch chemisch Adrenalinreaktionen zeigen, 
ich vorlaufig als ..Adrenalinsubstanzen*: bezeichnen. die jede fiir sic} 
zur Regulierung physiologischer Funktionen eine bestimmte Rol) 
spielen diirfen 

Experimenteller Teil. 


Als Versuchstiere dienten immer normale Kaninchen. Zur Vermeic: 
der Fesselungshyperglykaimie wurden die Blutproben in méglichst frei; 
Haltung der Tiere aus den Ohrvenen gewonnen. Die Blutzuckerbestimmung 
geschah nach Bang. Um den EinfluB der zu untersuchenden Substanze: 
auf die Adrenalinhyperglykamie zu studieren, wurden die Adrenalindosen 
die die Hyperglykamie bestimmter Héhe bedingen, bei einzelnen Tiere 
wiederholt genau gemessen, zu einem bestimmten Zeitpunkt nach der 
Einspritzung der Versuchsmaterialien die vorhergemessenen Adrenalir 
dosen subkutan injiziert und die dadurch erhaltenen Blutzuckerspiegel mui 
dem der obigen Kontrollversuche verglichen. 


Versuch mit T yrosin. 


Das durch Schwefelsiurehydrolyse der Seide gewonnenene 1-Tyrosi 
und das inaktive, welches durch Erhitzen der aktiven Form mit Baryt in 
Autoklav racemisiert wurde, kamen zur Verwendung, jedoch ohne merklich: 
Wirkungsunterschiede bei beiden Materialien. Da das Tyrosin in Wasser sel: 

schwer léslich ist, wurde es fein g¢ 
—r pulvert, in Wasser aufgeschwemmt 
und subkutan eingespritzt. Dir 
schraffierten Linien zeigen immer 
die Kontrollkurven der Adrenalin 
hyperglykamie, die mit den vorher 
bei einzelnen Versuchstieren genau 
bestimmten Adrenalindosen her 
vorgerufen worden ist.  Tyrosi 
ubt keinen EinfluS auf den Blur- 
zucker aus. Auf die Adrenalin 
hyperglykamie aber einen betrac hit 
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Versuch mit Tryptophan. 


l-Tryptophan wurde nach Hopkins und Cole aus den Trypsinverdauungs- 
dukten des Fibrins isoliert und durch wiederholte Umkristallisation ge- 


Abb. 3 
Tryptophan 0,5 g 
Kaninchen, 7, 2250 g 





Stunder 


Abb. 4 


dl-Tryptophan O54 
Kaninchen, 7, 230 g 


reinigt; d, 1-Tryptophan durch Erhitzen der 1-Modifikation mit Baryt her- 
gestellt. Bei der subkutanen Einspritzung wurden sie in méglichst wenig 


Wasser erwarmt gelést und mit Soda neu- 
tralisiert. Beide Praparate kénnen_ nicht 
nur als solche eine’ schwache Hyper 
glykamie hervorrufen, sondern auch wie 
beim Tyrosin die Adrenalinhyperglykimie 
verstarken. 


Versuch mit Leucin. 


Kaufliches inaktives Leucin wurde, in 
wenig warmem Wasser gelést, subkutan 
eingespritzt. Wie in den Kurven ersichtlich 
ist, wirkt das Leucin auf die Adrenalin 
hyperglykamie deutlich hermmmend, obwohl 
es auf die normalen’§ Blutzuckerkurven 
keinen EinfluB ausiibt. Nach Abderhalden 
und Gellhorn (a.a. QO.) férdert dagegen das 
Leucin die Adrenalinwirkung auf das iiber- 
lebende Darmpraparat. Hierbei war es mir 
notig, zu entscheiden, ob die hemmende 
Wirkung des Leucins auf die Hyper 
glykamie wirklich durch die antagonistische 
Beeinflussung desselben auf Adrenalin 
selbst oder durch die hemmende Wirkung 
auf die durch Adrenalin bedingte Hyper- 
glykAmie verursacht werde. Dazu habe 
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Abb. 5 


di-Leucin . . 10g 
Kaninchen, +, 2320 4 
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ich zuerst die Leucinwirkung auf die Hyperglykamie nach Glucoseeinfiihr 
untersucht. Durch wiederholte Untersuchungen zeigte es sich klar, 
das Leucin tatsachlich auf die dure} 


4 \ By | Ty |] Glucoseinjektion hervorgerufen Hi 
7 { ‘\ } perglykamie eine hemmende Wirk 
\ auslést. Zur Aufkléarung der nahere: 
| \ Wirkungsweise des Leucins auf dex 
- RA cod Blutzucker werden indes noch weiter 


Untersuchungen erforderlich sein 
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Abb. 6 Abb. 7 
disLeucin . 10¢ di-Leucin. . . 10g 
Kaninchen, 2000 g. Kaninchen, 7, 2200 g 


Versuch mit Dioxyphenylalanin. 
Das Versuchsmaterial habe ich folgendermaBen nach der Vorschrift vor 
Sugit' synthetisch dargestellt. Das Azlactimid, das Kondensationsprodukt 
des Vanillins mit Hippursiure, wurde durch Ringéffnung, die durch Aui 
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' Y. Sugit, Yakugaku Zasshi 1921, S. 130. 
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sen in 1°,iger Natronlauge und Wiederfallen mit 5°,iger Schwefelséiure 
erfolgte, in die p-Oxy-m-methoxybenzoylamidzimtsaiure iibergefiihrt, mit 
Natriumamalgam zur Hydrozimtsaéure reduziert und mit 30°, iger Salzsiure 
in geschmolzenem Rohr bei 150°C 8 Stunden lang erhitzt. Nach dem 
\usithern der abgespaltenen Benzoeséiure wurde der braune Glasrohrinhalt 
inter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt und damit von zuriick- 

bliebener Salzsiure méglichst befreit. Der Riickstand wurde in absolutem 
\ikohol gelést, beim Eintropfen des Ammoniaks in die alkoholische Lésung 
schieden sich die braunen Kristalle ab. Durch Umbkristallisieren der 
Kristalle aus Wasser wurde das reine inaktive Dioxyphenylalanin gewonnen, 
das bei 262°C schmolz. Beim Zusatz von Ejisenchlorid farbt sich seine 
wasserige Lésung blaulichgriin, das durch Alkalisieren mit Soda in rétlich- 
violett umschlagt. In wasseriger Lésung ist das Dioxyphenylalanin leicht 
versetzlich; es farbt sich beim Stehen allmahlich braunlich, zuletzt entsteht 
ein brauner Niederschlag. 

Dioxyphenylalanin besitzt eine starke blutzuckersteigernde Wirkung. 
Da aber die Amincséure Kupfer stark reduziert, habe ich auf folgende Weise 
den Gehalt an der genannten Amincsiéure im Blute zu dem Zeitpunkt be- 
stimmt, an dem der Blutzucker nach ihrer Einspritzung einen héchsten 
Stand zeigte, um zu untersuchen, ob die Hyperglykamie hierbei auf das 
Kupferreduktionsvermégen der Aminosdéure zuriickgefiihrt werde: 

1. Mit derselben Blutprobe, die 2 Stunden nach der Einspritzung von 
0.3 g¢ Dioxyphenylalanin aus der Ohrvene des Versuchstieres entnommen 
war, wurden gleichzeitig der Zuckerwert und die Menge der eingespritzten 
Substanz im Blute bestimmt. Der Blutzuckerwert betrug dabei 0.18%. 
Auf 5cem Blut wurden je 10 cem 5°,iger Sublimatlésung und 2°, iger 
on Salzsiure hinzugefiigt, das dadurch enteiweiSte Filtrat wurde vorsichtig 
kt mit verdiinnter Natronlauge neutralisiert, wobei eine sehr schwache Rot - 
ul farbung der Lésung auftrat, die bald wieder zuriickging. 

2. Kontrollprobe: 4,5 cem normalen Bluts, die mit 0,5 cem von 0,1 °,iger 
Dioxyphenylalaninlésung versetzt waren, wurden wie oben behandelt. 
Hierbei trat eine deutliche ziegelrote Farbung auf. Durch diesen Versuch 
wurde festgestellt, da8 der Gehalt an Dioxyphenylalanin im Blute zur Zeit, 
wo der Blutzuckerwert auf 0,18 °, stand, zu einer Konzentration von unter- 
halb 0,01%, verdiinnt war. Da aber das Dioxyphenylalanin in einer Starke 
von etwa 68°, wie Traubenzucker das 
Kupfer reduziert, entspricht das im Blute 
vorhandene Dioxyphenylalanin dem 
Traubenzucker von unterhalb 0,0068 °,, 
die fast innerhalb der Fehlergrenze 
Bang scher Blutzuckerbestimmung liegen. 

Dioxyphenylalanin kann daher eine 
deutliche Hyperglykaémie hervorrufen. 





Versuch mit Phenylalanin. 


d, 1-Phenylalanin, das in méglichst 
wenig Wasser gelést verwendet wurde, 
iibte nicht nur auf den neormalen Blut- 
zucker, sondern auch auf die Adrenalin- 





mm at Abn. 10 
hyperglyk » keine nachweisbaren Ein- 
hype rglykamie keine nachweisbaren Ein disPhenylalanin 0,5 
fliisse aus. Kaninchen, 4, 2200 g. 
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Versuch mit Histidin. 


1-Histidinmonohydrochlorid, das durch Salzsiurehydrolyse des Rind 
blutes und Fallen mit Sublimat dargestellt wurde, wurde, mit Soda neutra|i- el 
siert, subkutan eingespritzt. Hierhei wurde die Adrenalinhyperglykan \ li 
nach 1 Stunde der Histidininjektion schwach unterdriickt, nachher dageg: 
vielmehr verstarkt. 
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Stunden Stungden 
Abb. 11. Abb. 12. 
l-Histidin . . 0,5 g. Glutaminséure 1,0 g. 
Kaninchen, 4, 2050 g. Kaninchen, ¢, 2850 4g. 
Versuch 
. . ° o las 
mit Glutaminsdure. “ee 

Glutaminsaures Natrium besitzt keine besondere Wirkung auf den sfiu 

Blutzucker und Adrenalinhyperglykamie. tio! 
Versuch 
mit Asparaginsdure. 

Die mit Soda neutralisierte Asparaginséure wurde zum Versuch b: > 
nutzt. Hyperglykaimie wurde erst nachgewiesen, wenn die Aminosaure pro i 
Kilogramm Kérpergewicht in Dosen von mehr als 1 g eingespritzt wurde. . 
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Abb. 13. 
Asparaginsaure 2,0 g 
Kaninchen, ¢, 1570 g. 
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Versuch mit Glykokoll. 
Nach L. Pollak* hat das Glykokoll die Wirkung, den Blutzucker zu 
4 ernoéhen; in meinem Versuch wurde eine solche Wirkung nicht erzielt. Aut 
é lic Adrenalinhyperglykamie zeigte es keinen Einflub. 
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Abb. 14 Abb. 15 
I Glykokoll. . 10¢ Glykokoll . . 10¢ 


Kaninchen, ¢, 2300 ¢ Kaninchen, °, 17530 ¢ 
Il Glykokoll. . 2.0 g. 
Kaninchen, 4, 1630 g 


Versuch mit p-Oxyphenylbrenztraubensdure. 

Nach den Vorschriften von O. Neubauer und Kotake wurde das Azlacton, 
das Kondensationsprodukt von p-Oxybenzaldehyd mit Hippurséure, mit 
konzentrierter Natronlauge gespalten und die beim Stehen des mit Schwefel- 

n siure neutralisierten, von dem abgespaltenen Benzoeséure abfiltrierten Reak 
tionsprodukts ausgeschiedenen Kristalle von p-Oxyphenylbrenztrauben- 
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Abb. 16 Abb. 17. 
p-Ox yphenylbrenztraubensaure 0.5 g. disp»Ox yphenylmilchsaure 05 ¢ 
Repees 2.500 + ssc eee «4 Kaninchen, 7 . -~« 3100 g 


' L. Pollak, diese Zeitschr., 127, 120, 1922. 
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siure einige Male aus Wasser umkristallisiert. Sie schmolz bei 215° ¢ 
Vor der Injektion wurde sie mit Soda neutralisiert. 
p-Oxyphenylbrenztraubensaure férdert, wie beim Tyrosin, 2 his 
3 Stunden nach der Einspritzung die durch Adrenalin hervorgerufen 
Hyperglykiimie, wihrend sie auf den normalen Blutzucker keine Wirk 
zeigt. 
Versuch mit p-Oxryphenylmilchsdure. 


p-Oxyphenylbrenztraubenséure wurde in iiblicher Weise mit Natriumn 
amalgam reduziert und die dadurch gewonnene racemische Oxyphenylmilc! 
siure vor dem Gebrauch mit Soda neutralisiert. 
Oxyphenylmilchsiure wirkt unter keinen Umstinden auf die Adrenalin 
hyperglykamie. 
Versuch mit Anthranilsdure. 


Anthranilsaures Natrium scheint eine schwache Hyperglykamie hervor 
zurufen. Aus dieser Kurve kann man jedoch sogleich nicht auf die Blut 
zuckerwirkung der obigen Séure schlieBen, da Mitsuba im Harn nach der 
Anthranilsiureeinfiihrung die gepaarte Glucuronséure dieser Saéure nach 
gewiesen hat, der eine starke Reduktionsfahigkeit zukommt. Jedenfalls 
hat die Saéure auf die Adrenalinhyperglykimie keinen Einflub. 
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Abb. 18. Abb. 19. 
Anthranilsaure 05g peOxyemsmethox yphenyl- 
Kaninchen, ¢, 2700 g brenztraubensaure 09g 
Kaninchen, - - - 2050 


Versuch mit Orymethoxyphenylbrenztraubensdure. 


Analog wie die Synthese der Oxyphenylbrenztraubenséure wurde dit 
p-Oxyv-m-methoxyphenylbrenztraubensaéure durch Spaltung des Azlactons, 
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das beim Kondensieren des Vanillins mit Hippurséure entsteht, mit Hilfe 
jer konzentrierten Natronlauge hergestellt. Sie schmolz bei 165°C und 
zeigte die positive Millonsche Reaktion. Mit stark verdiinnter Eisen- 
‘hloridlésung gab sie eine voriibergehende blaugriine Fiarbung und mit 
Nitroprussidnatrium und Alkali eine tiefrote Farbung. 

Durch diese Ketoséiure trat, wie die angegebene Kurve zeigt, ein 
schwacher, doch lang andauernder Blutzuckeranstieg ein. 


Versuch mit Protocatechusdure. 


Diese Saéure besitzt auf den normalen Blutzucker sowie auch auf die 
Adrenalinhyperglykamie keine nachweisbare Wirkung. 


Versuch mit Brenzcatechin. 


Brenzeatechin wirkt auf den Blutzucker stark steigernd. Der wahre 
Zuckeranstieg mu aber mehr oder weniger niedriger als die angefiihrte 
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Stunden 

Abb. 22 
Brenzcatachin 022 
Kaninchen, ¢, 2800 g 


Kurve geschatzt werden, da Brenzcatechin direkt mit der Jodsdéure reagiert, 
die sich in dem Reagens der Zuckerbestimmung befindet. 








Eine neue chemische Mikromethode zur Adrenalinbestimmunge. 
Zugleich ihre Anwendung 
auf die intermediiren Stoffwechseluntersuchungen. 


Von 


M. Chikano. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu 


Osaka.) 


(Eingegangen am 7. November 1928.) 


Mit Riicksicht auf die Ergebnisse, die ich aus den Versuchen iiber 
den Einflu8 der Aminosauren und ihrer intermediiren Stoffwechse! 
produkte auf die Adrenalinhyperglykamie und tiber die Adrenalin 
spaltung im Serum mit Kominami erhalten habe, habe ich bereits 
vorgeschlagen, da die physiologischen Substanzen, die sowohl biologisch 
adrenalinahnliche Wirkungen als auch chemisch Adrenalinreaktionen 
zeigen, vorlaufig als ,,Adrenalinsubstanzen“ bezeichnet werden diirfen 

Um diese ,,Adrenalinsubstanzen* wirklich im Blute nachzuweisen 
habe ich vielfach Untersuchungen iiber die Adrenalinbestimmungen 
gemacht, wobei es mir nicht nur gelungen ist, eine neue, rein chemisch« 
Mikromethode der Adrenalinbestimmung im Serum zu finden, sondern 
ich konnte damit Ergebnisse erhalten, welche zeigen, dab die bei der 
Anwendung dieser Methode auf einige Stoffwechseluntersuchungen 
erhaltenen Werte uns einen neuen Anhaltspunkt liefern werden, woriiber 
ich hier in der vorliegenden Arbeit mitteilen will. 

Es ist selbstverstandlich, daB sich die Menge meiner sogenannten 
Adrenalinsubstanzen nach dem Reaktionsbereich der Reaktionen, die 
bei der Bestimmung benutzt werden, veraindert. Die Jodsdurereaktion 
ist jedoch unter mehreren Adrenalinreaktionen wenigstens zum Zweck 
meiner Versuche am besten geeignet, weil jodsdiurereagierende Sub- 
stanzen im normalen Serum gerade das Adrenalin und seine Vor- und 
Nachstufen darzustellen scheinen. 


Chemische Methoden der Adrenalinbestimmung, die heute iiberall An 
wendung finden, beruhen meist auf der Farbintensitét, die einzelne R« 
agenzien mit Adrenalin zeigen, wie es z. B. bei den Methoden nach Come- 
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satti, Folin®, Suto und Inoue* und Okamoto* ebenfalls der Fall ist. Da aber 
diese bisherigen Methoden fiir die obengenannten Versuche nicht passend 
waren, habe ich durch Kombinieren der Jodometrie mit der Jodsdéurereaktion 
eine sehr geringe Menge von Adrenalin titrimetrisch zu bestimmen versucht. 
Die Jodséurereaktion hat fast dieselbe Empfindlichkeit gegen Adrenalin, 
wie die Sublimatreaktion nach Comesatti, bei der ebenfalls eine rosarote 
Farbung auftritt. 

Nach S.Frdnkel und R. Allers® ist die Adrenalinreaktion mittels 
Jodsaiure und Phosphorsiure fiir Adrenalin spezifisch und iiberdies zweimal 
so empfindlich als die Comesattische Reaktion, wahrend die letztere und die 
Bisenchloridreaktion auch mit anderen Substanzen dhnliche Farbungen 


zelgen. 

Die Jodsiurereaktion ist jedoch trotz der obigen Angabe nicht 
fiir das Adrenalin streng spezifisch; die Reaktion tritt auch ein mit 
den chemisch dem Adrenalin nahestehenden Substanzen, z. B. zeigt 
Dioxyphenylalanin dieselbe Farbenreaktion wie das Adrenalin. 

Bei der quantitativen Bestimmung der Adrenalinsubstanzen im 
Serum ist eine vorherige vollstandige EnteiweiBung unbedingt nétig, 
die auf das Adrenalin selbst keinen EinfluB ausiibt. Unter verschiedenen 
Verfahren wurde dazu das mit Metaphosphorsiure verwendet. 

Im folgenden werden die Einzelheiten meiner Mikromethode 
beschrieben. 

Das Prinzip der Methode beruht, wie oben angegeben, auf der 
Jodsaiure-Adrenalinreaktion und der titrimetrischen Bestimmung der 
Jodsiure, die dabei zur Reaktion genétigt wird. 

Erforderliche Reagenzien : 

1. 5°,ige Metaphosphorsaure, 

2. n/200 Kaliumjodatlésung, 0,1783 g analysenreines Kaliumjodat, 

2ccm 10°,ige Schwefelsaure, 
mit Wasser auf | Liter verdiinnt. 


3. 10°, ige Schwefelsaure, 
4. 5°.ige Jodkaliumlésung, 
5. Starkelésung, 
6. n/200 Thiosulfatlésung, 1.2415 g wiederholt umkristallisiertes 
Natriumthiosulfat, 
mit einmal gekochtem kohlenséurefreien Wasser auf | Liter verdiinnt. 


1 Comesatti, Physiol. Zentralbl. 28, 175. 
2 0. Folin, W. B.Cannon und W. Denis, Journ. of biol. Chem. 18, 


477. 
8 K. Suto und _K. Inoue, Nippon Byori Gakkai Zasshi, 11. Jahrg.. 
S. 119. 
* K. Okamoto, The Kitasato Archives of Exper. Med. 5, Nr. 1, 8. 79. 
5 S. Frdnkel und R. Allers, diese Zeitschr. 18, 40, 1909. 
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Ausfiihrung. Zu 1 cem zu untersuchendem Serum werden 37 ccm 
destilliertes Wasser und 2cem frisch bereitete Metaphosphorsiur 
zugesetzt, schwach geschiittelt und nach etwa zehnminutigem Stehen 
vorsichtig filtriert. Das Filtrat ist wasserklar und darf mit Sulfo 
salicylsaure keine Triibung erzeugen. In einem 100 ccm fassenden 
Erlenmeyerkolben werden 20 cem des Filtrats hineinpipettiert, darauf 
genau 2 ccm Kaliumjodatlésung mit Hilfe einer Mikrobiirette zugesetzt 
und nach Bang durch Wasserdampfleitung indirekt zum Sieden erhitzt 
Nach vierminutiger Siededauer versetzt man schnell mit 2 cem Schwefe! 
siure und labt den Kolben tiber Nacht stehen. Nach Zusatz von 0.5 cen 
Jodkaliumlésung wird die zuriickgebliebene Jodsaure mit Thiosulfat 
lésung mittels einer zweiten Mikrobiirette und Starkelésung als Indikator 
genau titriert. Zwei Mikrobiiretten miissen vor dem Gebrauch genau 
geeicht werden. Der Gehalt an Adrenalinsubstanzen in 0.5 cem Serum (X ) 
wird nach der Gleichung berechnet: 


1—a 
te. 
mp 


a= beim Titrieren verbrauchte Thiosulfatlésung. 


m, n== beim ungekochten bzw. gekochten Blindversuch zum 
Titrieren genétigte Menge der Thiosulfatlésung, und zwar zum Titrieren 
der ungekochten (m) und gekochten (nm) Lésung, die aus 19 ccm 
destilliertem Wasser, 1 ccm Metaphosphorsiure und 2cem Kalium- 
jodatlésung besteht, erforderliche Thiosulfatlésung. 


p= die Kaliumjodatlésung in Kubikzentimetern, die zum Oxy- 
dieren einer bestimmten Menge von Adrenalin erforderlich ist. In 
meinen Versuchen wurde der p-Wert fiir 0.0100 mg Adrenalin derart 
festgestellt, da8 ich den Versuch mit einer bestimmten Menge 200mal 
verdiinnter Lésung von ,,Suprarenin-Héchst“-Praparat ausgefiihrt 
und daraus den Wert nach der Gleichung berechnet habe. Folglich ist 
hierbei der X-Wert mit Einheit von 0,01 mg dargestellt. 

Falls die Mikromethode, wie im folgenden beschrieben, zum Zweck 
der Stoffwechseluntersuchungen benutzt wird, halte ich es fiir zweck- 
maBiger und anschaulicher, daB man den Wert nicht als Adrenalin, 
sondern direkt nach der Intensitét der Jodsiéurereaktion, also als 
Jodsaurezahl ausdriickt. 

Der p-Wert ist natiirlich nach den verschiedenen Adrenalin- 
praiparaten sowie auch nach ihrem Alter mehr oder weniger schwankend 


Versuch mit Adrenalinlésung. 


Zuerst habe ich mit den verschiedenen Mengen 200mal_ mit 
destilliertem Wasser verdiinnter Lésung von Suprarenin einen im 
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folgenden angegebenen Versuch vorgenommen, damit die Empfindlich- 
keit meiner titrimetrischen Methode zu untersuchen. 





Verwendete Adrenalinmenge _Destillertes Metas Erhaltene Resultate 
Vasser phospnorsaure 
com me ccm com me 
' 0.9518 102 
0.0: ¢ > 
10 05 y l 0.0511 102 
» 0,394 9Y 
Ss Of / = 
04 M1 0,0397 99 
. ‘ ‘ 0.9301 100 
) ¢ 
6 0,03 13 l 0.0390 100 
. ; 0.0192 6 
an 0192 
4 ),02 15 l 0.0193 97 
- 0.0099 99 
‘- | 098 us 
9 0.01 17 l 0.0100 100 


Aus der Adrenalinlésung wurden stets durch die Methode fast 


100°, des zugesetzten Adrenalins wiedergefunden. 


0 
Versuch mit dem Serum, das mit Adrenalin versetzt ist. 


Dem normalen Kaninchenserum wurde das Adrenalin in folgenden 
Konzentrationen zugesetzt. 





Versuchsresultate 


Zugesetztes Destilliertes — Jodsaure- 
Serum Adrenalin Wasser —— reagierende Adrenalin 
im Serum 
com com mg ccm com mg meg 0 
1 0 0 37 2 0.0132 0 ‘ 0 
l 20 0.10 17 2 0.0624 0.0492 98 
l 16 0,08 21 2 0.9533 0.0401 100 
1 12 0,06 25 2 0.9426 0.0294 98 
1 8 0.04 29 2 0.0333 0.0201 101 


Aus dem Serum konnte wiederum das zugesetzte Adrenalin wie 
oben gefunden werden. Die oben angegebene Tabelle zeigt das Resultat 


eines gleich nach dem Zusatz von Adrenalin ausgefiihrten Versuches 
Man kann jedoch die Abnahme des Adrenalingehalts im Serum beob- 
achten, die mit der Zeitdauer zwischen Adrenalinzusatz und Bestimmung 
beinahe parallel geht, was selbstverstiindlich auf die Adrenalinspaltung 
im Serum zuriickgefiihrt werden kann. Dariiber teile ich gesondert 
in der nachsten Arbeit mit Kominami Naheres mit. 
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Versuch mit defibriniertem Blute, dem das Adrenalin zugesetz ist. 


Dem frischen defibrinierten Blute eines normalen Kaninchens 
wurde das Adrenalin in unten angegebenen Konzentrationen zugemis¢ hit 
und wie beim Serumversuch bestimmt. 





Versuchsresultate 
2 


Zugesetztes Meta- Jodsaure- 
Blut Adrenalin a phosphor. reagierende aesidin 
im Blute 
ccm ccm mg ccm com mg meg ‘ 
1 0 0 37 2 0.0668 0 { 
1 20 0,10 17 2 0,0947 0,0279 Dt 
| 16 = s-0,08 21 2 0,0884 0,0216 D4 
1 12 0,06 25 2 0.0809 0.0141 47 
1 8 0,04 29 2 0.0739 0,0071 36 
1 4 0.02 33 2 0.0700 0.0032 32 


Im normalen Kaninchenblut kommen die jodsaéurereagierenden 
Substanzen in einer Menge von etwa fiinfmal soviel wie im Serum vor 

AuBerdem 1aBt sich das zugesetzte Adrenalin wie oben mit all- 
miahlicher Prozentabnahme wiederfinden, wie es bei der Adsorption 
der Fall ist. 

Hierbei habe ich ferner mit einer Blutkérperchensuspension 
denselben Versuch ausgefiihrt und den Gehalt an den _ jodsiure- 
reagierenden Substanzen mit dem desselben Blutes und Serums ver- 
glichen. Die Blutkérperchensuspension wurde in der Weise bereitet 
daB das Blutkérperchen wiederholt mit Lockescher Lésung gewaschen 
und in derselben so aufgeschwemmt wurde, wie es dem Volumen des 
verwendeten Blutes entspricht. 





= Versuchsresultate 
g. 4 = 
Zugesetztes - z ee Svs 
Adasiio <> 63 sts Adrenalin 
a  & 3s 
= = 53” 
com mg com ccm mg mg e 
lecem Blut. . ingias 0 0 37 2 0.0669 0 
— ae ae 0 0 37 2 0,0122 0 
1 , Kérperchensuspension 0 0 37 2 (0,0651 0 
1 4 0,02 33 2 0.0684 0.0083 33 


” s 


Aus diesem Versuche kann man ersehen, dab die Jodsiuresubstanzen 
des Blutes zum gréBten Teile im Blutkérperchen ihren Sitz haben 
Folglich verhalt sich die Blutkérperchensuspension beim Adrenalin 
zusatz ganz wie das Blut. 
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Ob die Prozentabnahme des dem Blute zugesetzten Adrenalins 
bei der Bestimmung mit Hilfe meiner Methode wirklich durch die 
Adrenalinadsorption beim Enteiweiben oder durch die Adrenalin- 
zersetzung beim Beriihren mit Blutkérperchen bedingt wird, ist noch 
unentschieden. 


J odsdurereagierende Substanzen im normalen Blutserum. 


Es ist ein schwieriges Problem, die im normalen Serum vor- 
kommenden Substanzen, die durch meine chemische Mikromethode 
zur Bestimmung von sogenannten ,,Adrenalinsubstanzen’ gefunden 
werden, chemisch zu erkennen. 

Unter den reduktionsfihigen Substanzen im normalen Blute 
macht der Traubenzucker den vorwiegenden Anteil aus, indem Kreatinin, 
Harnsdure, Allantoin, Glukuronsiéure usw. die sogenannten Rest- 
reduktionssubstanzen darstellen. 

Die unter 0,4°,ige Traubenzuckerlésung reagiert jedoch gar 
nicht mit Jodsaéure, so daB die Blutzuckerschwankungen auf das Be- 
stimmungsresultat meiner Methode keinen EinfluB ausiiben. Um das 
Verhalten der Restreduktionssubstanzen zur Jodsiure zu ermitteln, 
wurde zuerst folgendermaBen eine Reihe von normalen Harnsubstanzen 
untersucht. 

1. Harnstofj. 2 ccm 0,5°/»iger Harnstofflésung, also 1 mg Harnstoff, 
haben gar keine Beeinflussung auf meine Methode. Wenigstens in der 
physiologischen Verdiinnung im Blute reagiert Harnstoff nicht mit Jodséure. 

2. Kreatinin. Mit 2ccm von 0,25°/,,iger, also 0,5.mg Kreatinin, 
wurde derselbe Versuch ausgefiihrt, jedoch in jener Konzentration fast 
keine Reaktion mit Jodséiure nachgewiesen. Im physiologischen Zustand 
kann meme Methode daler fast ohne Beriicksichtigung auf das Vorhanden- 
sein des Kreatinins im Blute ausgefiihrt werden. 

3. Harnsdure. Dies reagiert sicher mit Jodsiéiure. Bei der Unter- 
suchung mit je 1 cem von 0,5- und 0,2°/,,iger Harnséiurelésung entsprechen 
0,5 mg und 0,2 mg Harnsdure 1,25 bzw. 0,44 ccm der n/200 Kaliwmjodat- 
lésung. Xanthin und Guanin reagieren dagegen mit Jodséure nicht. 

Aus obigen Versuchen ergibt sich, daB die Harnsaiure unter den 
Harnsubstanzen eine stirkste Beeinflussung meiner Methode zeigt, 
worauf man bei der Anwendung der Mikromethode zur Blutunter- 
suchung, besonders in pathologischen Zustanden, in denen die Harn- 
substanzen, insbesondere die Harnsdure, im Blute iiber normal zuriick- 
gehalten werden, Riicksicht nehmen muB. 

Ferner habe ich die jodsdurereagierenden Substanzen des normalen 
Kaninchenharns als Adrenalin bestimmt, der so weit verdiinnt war, 
als sein Stickstoffgehalt dem Reststickstoff desselben Kaninchen- 
blutes gleichkommt. Hierbei betrugen die Jodsauresubstanzen im 
Harn etwa ein Viertel (27°,,) derselben Substanzen im Blute. Es wird 





172 M, Chikano: 


daher beinahe angenommen, da die anderen drei Viertel gréBtente'!s 
zu den sogenannten Adrenalinsubstanzen gehéren wiirden, woriiler 
aber die weiteren Forschungen von Sugita beriicksichtigt werden miisse1. 

Er hat in unserem Institut untersucht, in welchem MaBe die Jod 
siuresubstanzen im normalen Kaninchenserum durch Tyrosinas: 
wirkung eine Spaltung erleiden oder abnehmen. Der mit Kartoffe! 
tyrosinase angestellte Versuch fiel folgendermaBen aus: 





Abg.nom-nene Spaltung 
ios Se _Jodsaurezah! durch der Suprareniniésung 
: Tyrosinaseeinwirkung durch Tyros.nase 
0,153 cem 0,985 ecm 
100 % 56 °% 73 % 
it % 100 % 


Aus dem Versuch ergibt sich, daB etwa drei Viertel (77°,,) der 
Jodsauresubstanzen im normalen Kaninchenserum durch das Ferment 
gespalten wird, was mit dem Resultat des oben angefiihrten Versuches 
iiber die Harnsubstanzen tibereinstimmt, wahrend das andere Vierte! 
zu den tyrosinasebestandigen Harnsubstanzen zugehérig angesehen 
werden kann. 

Tyrosinasereagierende Substanzen stellen im allgemeinen Oxy- 
phenyl-, Brenzkatechin- und einige Indolderivate dar, die im groben 
und ganzen die sogenannten Adrenalinsubstanzen umfassen wiirden 

Versuche tiber die in Blutkérperchen nachgewiesenen Jodsaure 
substanzen sind jetzt noch im Gange. 


Die Jodsduresubstanzen in einigen Stoffwechselzustanden 
und ihre biologische Bedeutung. 


Ich habe bis jetzt nur die Jodsauresubstanzen im normalen Serum 
vielfach untersucht. Wenn man aber die Methode auf andere ver 
schiedene Stoffwechselzustande, wie beim Hungern, bei partieller 
Nahrstoffzufuhr und bei mehreren pathologischen Fallen anwendet 
so kann man nach den Zustinden spezifische Schwankungen der in 
Frage kommenden Substanzen im Serum beobachten, die nicht durch 
die sogenannten Adrenalinsubstanzen, sondern durch die auch nach 
den Zustanden spezifischen Substanzen verursacht worden sind, wis 
es auch aus dem Prinzip meiner Mikromethode ersichtlich ist. 

Im folgenden wird die biologische Bedeutung der Jodsiure 
substanzen in einigen Fallen des Stoffwechsels beschrieben. 


l. Jodséuresubstanzen beim Hungern. 


Beim Hungern der Kaninchen und Tauben hat Sugita festgestellt 
daB die Jodsiurezahl mit dem Verlauf der Hungerung allmahlich 
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ansteigt, bis sie in Endstadien einen Anstieg von 70 bis 80°, bzw. 
100°, tiber die normale Zahl zeigt. Uber die hierbei vermehrten Jod- 
siuresubstanzen im Serum kann man mit Beriicksichtigung der folgenden 
Versuche in Erfahrung bringen, daB durch die gesteigerte Spaltung 
des KérpereiweiBes und durch die Abnahme der Oxydationsvorgange 
im Koérper sich die unvollstandigen Verbrennungsprodukte des Eiweibes 
abnorm im Blute vermehren, die ebenfalls mit Jodsiure mehr oder 
weniger zu reagieren befahigt sind. 

Von Kiyomatsu in unserem Institut wurde auch sichergestellt, 
daB die Vermehrung der genannten Substanzen im Pfortaderserum 
bei hungernden Kaninchen viel gréBer ist als im Serum des allgemeinen 
Kreislaufs, was beinahe dafiir spricht, daB sich die Abbauprodukte des 
Kérper- insbesondere des Eingeweideeiweibes dort vermehren, um 
wahrscheinlich in der Leber weiter verarbeitet zu werden. 


2. Jodsiuresubstanzen bei Polierreisfiitterung. 

Nach Sugita nimmt die Jodséiurezahl des Serums mit der Zeit 
der Fiitterung mit poliertem Reis allmahlich in der Weise zu, dab 
zuletzt oft eine iiber zweimal so groBe Zahl wie die normale zutage 
tritt. Durch den gleichzeitig bestimmten Harnsiuregehalt hat er 
ferner nachgewiesen, daB die Steigerung der Jodséurezahl bei den 
Reistauben hauptsachlich durch Harnsiure hervorgebracht wird, 
wihrend sie bei den Kaninchen vorwiegend durch andere, wahr- 
scheinlich ebenfalls zum EiweiBabbau in Beziehung stehende Sub- 
stanzen bedingt wird, so da8 die Harnsaure bei diesen nur einen kleinen 
Anteil der Zahl ausmacht. 

Merkwiirdigerweise nehinen aber die gesteigerte Jod- und Harn- 
siurezahl bei der Fiitterung mit poliertem Reis wieder ab, wenn dabei 
ein Vitamin-B-Praparat zum polierten Reis hinzugefiigt wird. 

Diese Erscheinung wird wahrscheinlich dadurch erklart, daB 
einerseits durch Vitaminzufuhr sich die Oxydationsprozesse im Kérper 
wieder erholen, dadurch die vermehrten Zwischenprodukte des Eiweib- 
stoffwechsels im Blute vollstandig weiter verbrannt werden und 
andererseits die Spaltung des Kérpereiweibes mit der Appetitsteigerung 
aufgehoben wird. 


3. Jodsaurezahl bei der Zufuhr organischer Nahrstoffe. 


Sugita hat sodann den EinfluB der Einverleibung von einzelnen 
organischen Nahrstoffen auf die Jodsiéiurezahl des Serums untersucht. 
Zuerst hat er Casein und Pepton den Tauben per os eingefiihrt, wobei 
es ihm gelang, daB die Zahl im Serum nach | Stunde Eiweibzufubr 
etwa 50 bis 70°), iiber die Anfangszahl gestiegen war. Derselbe Versuch 
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mit Pfortaderserum des Kaninchens wurde von Ki yomatsu vorgenommn: 
welcher hierbei eine noch betrachtliche Steigerung der Zahl nachwics 
wihrend bei Kohlehydrat- und Fetteinfiihrung keine Veranderun, 
oder vielmehr eine geringe Verminderung der Zahl eintrat. 

Darauf habe ich mit verschiedenen EiweiBabbauprodukten ihr 
Beeinflussung auf die Jodsiurezahl untersucht. Zuerst wurden etwa 
zehn Aminosauren zum Versuch verwendet, unter denen das Tryptophan 
ausgezeichnet die Jodsiurezahl steigerte, wodurch das freie Trypto 
phan im Blute notwendigerweise in eine der Jodsaiuresubstanzen ein. 
gerechnet werden muB. Hierbei wurde die Jodsiurezahl der Ver- 
dauungsprodukte von Casein mit Pankreatin bestimmt. Die Zah! 
nahm freilich mit der Progression der Verdauung zu, bis sie nach 
dreistiindiger Verdauung das Maximum erreichte, ohne nachher di: 
Abklingung der Zahl zu zeigen. Die gleichzeitig vorsichtig untersuchte 
Bromreaktion der Verdauungsprodukte zeigte selbst nach dreistiindiger 
Verdauung nur eine sehr geringe Rotviolettfirbung, die danach mit 
dem VerdauungsprozeB} immer starker auftrat. Beim Versuch mit 
den Pepsinverdauungsprodukten des Caseins bin ich zu demselben 
Resultat gelangt, wobei die Zahl jedoch bereits nach zweistiindiger 
Verdauung ihr Maximum zeigte. 

Die Versuchsergebnisse tiber die Jodsdurereaktion der héheren 
EKiweiBabbauprodukte bieten gewissermaBen die Stiitzen zur Erklarung 
der abnormen Steigerung von Jodsaurezahl bei Hunger und Fiitterung 
mit poliertem Reis, bei denen die unvollkommenen Oxydationsvorgange 
im Kérper ohne weiteres angenommen werden kénnen. 

Aus Ergebnissen des auch von Sugita ausgefiihrten Versuchs 
bei dem die gesteigerte Jodsiurezahl des Hungernden durch Glucose 
einfiihrung per os wieder schnell abklingt, soll auch dadurch aufgekliirt 
werden, da die im Blute vermehrten, unvollstaéndig verbrannten 
Zwischenprodukte des Eiweibstoffwechsels bei der Zuckeroxydation 
mit verbrannt werden kénnen. 

Die Jodsaéurezahl im Serum wird durch die Kohlehydrat- und 
Fetteinfiihrung nie beeinfluBt. Naheres hieriiber wird spater von Sugita 
und Kiyomatsu mitgeteilt werden. 

Nach dem oben vielfach Beschriebenen diirfen die Jodsaure 
substanzen im Serum, die bei der Anwendung meiner chemischen 
Mikromethode beriicksichtigt werden miissen, mit groBer Wahrschein 
lichkeit folgende Substanzen umfassen : 


1. Die sogenannten ,,Adrenalinsubstanzen*. 


2. Einige Harnsubstanzen, insbesondere Harnsaure. 


3. End- und intermediare Produkte des EiweiBstoffwechsels. 
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Nach unseren bisherigen Untersuchungen kommen darunter die 
\drenalinsubstanzen nur beim Normalen in Frage. Die Harnsaurezahl 
m Serum hangt hauptsachlich mit dem Verhalten der Harnsiure- 
bildung einzelner Tierarten ab. 

Die Anderung der Jodsiurezahl im Serum stellen daher in erster 
Linie die Schwankungen der End- bzw. intermediaren Produkte des 
RiweiBstoffwechsels dar. Wenn man deshalb die Methode auf die 
Untersuchungen des intermediiren Stoffwechsels anwendet, so kinnte 


die erhaltene Jodsiurezahl im Serum, im allgemeinen gesagt, uns 
einen MaBstab des Eiweibstoffwechsels liefern, dessen biologische 
Bedeutung jedoch eine ganz andere ist als die des Blutreststickstoffs. 





Uber die Spaltung des Adrenalins im Serum. 


Von 
M. Chikano und M. Kominami. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademi 
zu Osaka.) 


(Eingegangen am 7. November 1928.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer vorhergehenden Arbeit tiber den EinfluB der Amino 
siuren und ihrer intermediiren Stoffwechselprodukte hat der ein 
von uns (Chikano) Mitteilung gemacht, daB unter den dabei zum Versuch 
verwendeten Substanzen mehrere strukturchemisch dem Adrenalin 
nahestehende Verbindungen nicht nur auf die Adrenalinhyperglykimie 
steigernd wirken oder sogar als solche den normalen Blutzucker erhohen 
sondern auch chemisch Adrenalinreaktionen zeigen. Diese als Vor 
und Nachstufen des Adrenalins aufzufassenden Substanzen, sofern sie 
physiologisch im Organismus auftreten, diirfen als ..Adrenalin 
substanzen* bezeichnet werden. 

In der vorigen Arbeit hat Chikano ferner eine neue chemische 
Mikromethode zur Adrenalinbestimmung und ihre praktische An 
wendung veréffentlicht und darin geschildert, daB etwa drei Vierte! 
der mit Hilfe dieser Mikromethode bestimmten jodsaurereagierenden 
Substanzen in normalem Kaninchenserum diejenigen Substanzen 
darstellen, die durch Tyrosinaseeinwirkung gespalten werden kénnen 
und das andere Viertel wahrscheinlich die Harnsubstanzen (insbesonder: 
Harnsaure) im Blute. 

Diese durch Tyrosinase spaltbaren Substanzen im Blute gehoren 
hauptsichlich zu den dem Adrenalin nahestehenden Benzolderivaten 
und kénnten deshalb im groBen und ganzen mit den von mir vorliufig 
als ,,Adrenalinsubstanzen* bezeichneten Substanzen itibereinstimmen 

Hierbei haben wir den vorliegenden Versuch iiber die Adrenalin 
spaltung im Serum vorgenommen, um zu ermitteln, in welchem Mal 
die Spaltungsprodukte des Adrenalins in verschiedenen Spaltstuten 
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biologisch adrenalinahnliche Wirkungen und chemisch Adrenalin- 
reaktionen zeigen. 

Andererseits haben wir versucht, festzustellen, ob die Jodsaiurezahl, 
die mit Hilfe der chemischen Methode bestimmt wird, wirklich mit der 
Stirke der physiologischen Wirkung des Adrenalins parallel geht, 
wenn wir die Methode auf die Spaltprodukte des Adrenalins anwenden. 

Zu diesem Zwecke haben wir in den meisten Fallen den Adrenalin- 
gehalt einerseits chemisch nach der Mikromethode von Chikano, 
andererseits nach einigen biologischen Methoden bestimmt und beide 
erhaltenen Werte miteinander verglichen. 

Unter verschiedenen biologischen Methoden wurden zuerst die 
Methoden mit FroschgefaBen, Schildkrétenherzen und die durch Blut- 
druckmessung des Kaninchens verwendet, wobei aber die letztere in 
jeder Beziehung als die zweckmaBigste zu unseren Versuchen gefunden 
wurde. Im folgenden werden deshalb nur die nach dieser gewonnenen 
Ergebnisse angegeben. 

Wenn die mit Wattepfropfen versehenen Probierréhrchen, in welchen 
sich die zu untersuchenden aseptischen Serum-Adrenalinproben befinden, 
im Brutzimmer stehengelassen werden, so erleidet die Adrenalinspaltung 
infolge der geringfiigigen Manipulationsungleichheit erhebliche Schwan- 
kungen, die aber durch Verschlu8 der Réhrehen mit Kork und Paraffin 
vollkkommen vermieden wurden. 

Die Spaltungsversuche dauerten stets 96 Stunden, waihrend der die 
Proben in jeden 24 Stunden untersucht wurden. 

Zur Herstellung der Proben wurden etwa 20 ccm Blut aus normalen 
Kaninchen durch Herzpunktion aseptisch entnommen, vorsichtig defibriniert 
und zentrifugiert. Zu 9 Volumenteilen des wie oben gewonnenen klaren 
Serums wurde 1 Volumenteil des Suprareninpréparats ('/j999) zugesetzt, 
in Probierréhrchen dicht geschlossen, im Brutzimmer stehengelassen und 
zur bestimmten Zeit der Adrenalingehalt nach den obengenannten zwei 
Methoden bestimmt. 

Bei der biologischen Untersuchung wurden die Proben zehnmal mit 
physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt, leem davon vorsichtig mit 
einer bestimmten Geschwindigkeit in die Ohrvene eingespritzt und der 
eintretende Blutdruckanstieg nach den allgemeinen MaBregeln beobachtet. 
Hierbei wurden mit einem Kaninchen nacheinander 5 Proben untersucht, 
die vorher in jeden 24 Stunden mit frischem Serum bereitet waren und bei 
Bruttemperatur gestanden haben. 


Adrenalinspaltung im Serum. 


Der Blutdruck des Kaninchens wird durch normales Serum, das 
nach obengenannten Bedingungen untersucht wurde, nicht beeinfluBt, 
obwohl, wie in den vorhergehenden Arbeiten naher beschrieben, eine 
bestimmte Menge von Jodséiuresubstanzen darin vorhanden ist, die 
sich beim Stehen im Brutzimmer allmahlich wie in der untenstehenden 
Kurve vermindern, wodurch man darauf schlieBen kénnte, daB die 
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Jodsauresubstanzen auch wie Adrenalin nach und nach eine Spaltuny S 
erleiden. Da aber der Gehalt an Jodsiuresubstanzen im norma|+ in 
Serum eigentlich nur sehr gering (als Adrenalin berechnet etwa 0,01 iy « 


in 0,5 cem Serum) ist, iibt ihre Spaltungskurve fast keine Einfliisse 
die der nachstehenden mit Adrenalin versetzten Versuche aus, |e; 
denen wir deswegen diese Kontrollproben des normalen Serums nicht 
jedesmal ausgefiihrt haben. 

Die nachstehende Kurve zeigt die Adrenalinspaltung im normalen 
Serum, die mit den gleichzeitig bestimmten chemischen und biologischen 
Ergebnissen in Prozenten ausgedriickt ist. Die Zahlen des erstere 
sind mit wahren und die des letzteren mit punktierten Linien angegebe: 
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Aus diesem Ergebnis ergibt sich, daB8 das Adrenalin im Serun 
mit einer bestimmten regelmaBigen Kurve so weit gespalten wird 
als sich das Adrenalin nicht mehr nach biologischer Methode nach 
weisen 14Bt, wahrend dabei nach der genannten chemischen noch ein: 
geringe Menge von Jodsauresubstanzen bestimmt werden kann. 

AuBerdem iiberzeugt man sich davon, dab} die Resultate beide: 
Methoden fast iibereinstimmen, mit anderen Worten, die Jodsaurezah! 
zeigt die Starke der physiologischen Wirkung des Adrenalins, voraus 
gesetzt, daB das Adrenalin nicht in zu groBen Verdiinnungen, in denen 
die Jodsiurereaktion nicht mehr auftritt, oder in Medien vorhande: 
ist, die ebenfalls die Jodsiurereaktion geben. 





Adrenalinspaltung im Phosphatpuffer. 


= : . : Ad 
Wir haben ferner dieselben Versuche mit Phosphatpufferlésungen dal 
angestellt, deren Wasserstoffionenkonzentrationen der des normalen ie 


Serums naheliegen, um festzustellen, ob die Adrenalinspaltung in 
Serum durch irgend eine spezifische Substanz, z. B. ein Ferment, i: 
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Serum hervorgebracht werde. Wie unten ersichtlich, wird das Adrenalin 
in Phosphatpufferlésung von Blut-py, mit fast derselben Geschwindigkeit 
wie im Serum gespalten (Abb. 2). 


3 






Nn 
S 
ae 


Adrenalingehalt(Yo) 
i) 
S 


oF 
30} 
| 
“of ~~ ~B7 
roar = 9 
Abb. 2 


Phosphatpufferlésung (py 7,381). 


In Lockes Lésung wird die Spaltung des Adrenalins betrachtlicher 
verzOgert als im Serum und in Phosphatpufferlésung (Abb. 3). 








24 ie 7? os 
Stunden 
Abb. 3. 
| Lockes Lésung. I| Phosphatpufferlésung (gy 7,168). III] Phosphatpufferlésung (py 7,731) 


Abgesehen vom Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Adrenalinspaltung wird mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen 
da8 das Vorhandensein der Phosphationen bei der Adrenalinspaltung 
eine bestimmte Rolle spielen wiirde. 





Die Tagesschwankungen 
des Blutzuckergehalts beim Menschen. 


Von 
L. M. Krasnjanskij. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Nord-Kaukasischen 
Staatsuniversitat, Rostow-Don.) 


(Eingegangen am 8. November 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Trotz der zahlreichen Arbeiten iiber den Zuckergehalt des Blutes 
ist die Frage nach dessen Schwankungen im Laufe des Tages bis jetzt 
noch nicht geklart. Wir kénnen nur sehr wenige Forscher anfiihren 
die sich direkt mit diesem Gegenstand beschiftigt haben. 

Awdejewa, Prowatorowa, Sawitsch und Thal' konnten beim Studium 
der Schwankungen des Zuckergehalts feststellen, daB die Einfiihrung von 
Nahrung beim Hornvieh das Niveau der Zuckerwerte nicht beeinflubt 
Mischnajewskij und Woronw? haben sehr interessante Versuche iiber di: 
Schwankungen des Blutzuckergehalts im Laufe des Tages bei hungernden 
Kaninchen und Menschen angestellt, mit dem Ergebnis, daB derselbe unter 
diesen Bedingungen recht starke Schwankungen aufweist (36 bis 125 
bei Menschen). 

In dem Bestreben, genauere Angaben iiber den Zuckergehalt in 
Blute normaler Menschen zu erhalten, untersuchten wir denselben 
sowohl beim Hungern als auch bei einem fiir die betreffende Person 
gewohnlichen Ernaihrungszustande. Zu diesem Zwecke wurde das 
Blut regelmaBig jede Stunde von 8 Uhr morgens an bis 8 Uhr abends 
(d. h. 13 Proben taglich) entnommen. Als Ort der Entnahme dienten 
die Weichteile des Fingers. Die ungeniigende Genauigkeit des Ver 
fahrens® in Betracht ziehend, entnahmen wir jedesmal zwei Paralle! 
proben. 


1 M.S. Awdejewa, E. L. Prowatorowa, N.G. Sawitsch und E. L. Tha 
diese Zeitschr. 187, 369, 1927. 

2 Woronow und Mischnajewskij, Sbornik, poswjas. 35 letiju wr. i }» 
dejatelnosti prof. Jushtschenko 1928. 


w%~ 


8 L. M. Krasnjanskij, Jurnal eksper. biologii i medizini Nr. 19, 192 








ku 


m 


ein 
Jec 
Ma 
ent 
ras 
bis 


kur 


Stu 








ites 
‘tzt 


um 
von 
lit. 
cv 
den 


iter 


im 


On 
das 


nds 











L. M. Krasnjanskij: Tagessehwankungen des Blutzuckergehalts. 181 


Der Zuckergehalt wurde nach dem Verfahren von Hagedorn und 
Jensen bestimmt. ' 


Zuerst untersuchten wir die Schwankungen des Zuckergehalts bei 
gewohnlicher Ernahrung. In allen Fallen bestand die Nahrung aus 
Brot mit Butter, Kase, hartgekochten Eiern, Milch und Tee mit Zucker, 
wobei diese Kost viermal im Laufe des Tages genossen wurde, und 
zwar: Morgenfriihstiick um 8 Uhr; zweites Friihstiick um 12 Uhr; 
Mittagessen um 4 Uhr und Abendessen um 7 Uhr. Wahrend der 
Experimente verrichteten die Versuchspersonen keine besondere 
Arbeit; sie lasen, spielten Schach, schliefen von Zeit zu Zeit. 

Die angefiihrte Abb. 1 zeigt drei Kurven, welche die Schwan- 
kungen im Zuckergehalt des Blutes bei drei verschiedenen Objekten 
im Laufe des Tages und bei normaler Kost darstellen. 


Jtunaen aes Tages 
"Me aa ells ie ea 
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Abb .1. 
Tagliche Blutzuckerschwankungen bei Ernahrung. 


Wie ersichtlich, ruft die Einfiihrung von Nahrung in allen Fallen 
eine stark ausgepragte Steigerung der Zuckerkonzentration hervor. 
Jede Kurve stellt eine wellenartige Linie mit vier scharf ausgepragten 
Maxima dar, wobei diese den vier Momenten der Nahrungseinfiihrung 
entsprechen. Nachdem der Zuckergehalt sich nach Genu8 der Nahrung 
rasch gesteigert hat, beginnt er allmahlich (nach einigen Stunden), 
bis auf sein gewOhnliches Niveau zu sinken. Die maximalen Schwan- 
kungen im Zuckergehalt des Blutes erwiesen sich in diesen Fallen bei 
A.“ 95 bis 164mg; beim Studenten ,,P.“‘ 108 bis 161 mg; beim 
Studenten ,,L.“‘ 74 bis 157 mg. Bei ,.K.** wurde auBerdem eine Woche 


* Hagedorn und Jensen, diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 
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spater der Zuckergehalt bei gewohnlicher Ernahrung wieder bestim: 
wobei die Schwankungen eine analoge Kurve ergaben. 


Nachdem wir die Abhangigkeit der Blutzuckerkonzentration jm 
Laufe des Tages vom Genu® der Nahrung festgestellt hatten, | 
schlossen wir, deren Schwankungen mit den beim Hungern auftretenden 
zu vergleichen. Zu diesem Zwecke wurden an denselben Objekten 
Beobachtungen unter Beriicksichtigung gewisser Bedingungen an 
gestellt. Im Laufe des Experiments genossen die Versuchspersonen 
absolut keine Nahrung; sie hatten nur die Méglichkeit, reines Wasser 
zu trinken. An dem dem Versuche vorangehenden Tage wurde dix 
letzte Nahrung abends genossen (auber dem Studenten ,,P."*, de 
die Vorschrift nicht befolgte und vor der Untersuchung aB). Dann 
wurde von 8 Uhr morgens an jede Stunde das Blut regelmaBig ent 
nommen. Die Untersuchten befanden sich (auBer dem Genul der 
Nahrung) unter genau denselben Bedingungen wie wahrend des vor 
hergehenden Versuches. Die Ergebnisse dieses Experiments fiihren 
wir hier in Gestalt von Kurven in Abb. 2 an. 
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Abb. 2. 


Tagliche Blutzuckerschwankungen bei Hunger 


Die maximalen Schwankungen des Zuckergehalts in beiden 
Richtungen erwiesen sich wie folgt: bei ,.K.“* 106 bis 126 mg, beim 
Studenten ,,P.‘ 97 bis 127 mg* und beim Studenten ,,L.“‘ 92 bis 
106mg. Die wiederholte Bestimmung des Zuckergehalts bei ..K.’ 
nach 11 Monaten ergab bei gleichen Bedingungen Schwankungen von 
0,088 bis 0,111 mg. Wie aus den Kurven und den hier angefiihrten 
Werten ersichtlich ist, ist der Zuckergehalt des Blutes beim Hungern 
auch gewissen, ihm eigenen Schwankungen unterworfen, d. h. solchen 


* Den Morgenanstieg, der vom Nahrungsgenufi stammte, aus 
genommen. 
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welche von dem NahrungsgenuB nicht abhingen. Jedoch sind die 
selben bedeutend geringer als bei Ernahrung, wobei der Unterschied 
zu verschiedenen Stunden nicht so stark ausgeprigt ist. Beim Hungern 


betragt bei ..A.° der Unterschied 20 mg; bei ,,P.° — 30mg (S.*) 
bei ,..** 14mg. Bei NahrungsgenuB bei ..K.* = 69 mg; bei ,,P." 
53mg; bei ..L..° = 83 mg. Wir miissen den Verlauf der Kurve 


wahrend des Tages in Betracht ziehen, nimlich die deutliche Tendenz. 
gegen Abend zu sinken. AuBerdem kann man den Einflul des Essens 
auf die morgentliche Steigerung des Zuckergehalts des Blutes beim 
Studenten ,,P.** ersehen. 

In solcher Weise gelangen wir auf Grund der angefiihrten Angaben 
zu dem Schlusse, daB einzelne Bestimmungen, sogar wenn solche auf 
niichternen Magen vorgenommen werden, keineswegs als genauer 
Index des Tagesniveaus des Zuckers im Blute der betreffenden Person 
gelten kénnen. Diesen Umstand muB8 man bei der Aufklarung der 
Faktoren, welche das Niveau des Zuckergehalts im Blute beeinflussen, 
beriicksichtigen. 

Im Laufe der ausgefiihrten Untersuchungen wurde unsere Auf 
merksamkeit auf die Geschwindigkeit der Steigerung der Zucker 
konzentrationen im Blute gelenkt, wobei dieselbe auch nach Genub 
kohlehydratarmer Kost eintritt. Es entstand die Vermutung, dal} 
eine komplizierte Abhangigkeit von Reflexkombinationen besteht, 
sowohl von seiten der Mundhdéhle, wie auch von seiten des tibrigen 
Verdauungstraktes. Zur Aufklérung dieser Frage stellten wir spezielle 
Untersuchungen sowoh! mit kohlehydrathaltiger, wie auch mit kohle- 
hydratfreier Nahrung an. In einem Falle wurden bei einer Person, 
die sich unter den gleichen Bedingungen des Hungerns wie beim vorigen 
Experiment befand, im Laufe einer gewissen Zeit vom Morgen an 
Blutproben nach je 20 Minuten entnommen. Nach | Stunde 20 Minuten, 
als sich schon der Verlauf der .,Hungerkurve’’ bemerkbar machte, 
kaute der Untersuchte einen Nahrungsstoff, welcher imstande war, 
bei ihm Appetit hervorzurufen, ohne jedoch diesen Stoff herunter- 
zuschlucken, 


Darauf folgten Untersuchungen, welche uns bewiesen, dali das 
Kauen keine Veranderungen im Zuckergehalt hervorruft. Als jedoch 
der Untersuchte die Kost, welche wie beim Kauen aus hartgekochten 
Eiern, Brot und Butter bestand, herunterschluckte, ergaben die Blut- 
proben eine scharf ausgepriagte Steigerung des Zuckergehalts. 


Die angefiihrte Abb. 3 stellt den Verlauf der Kurve des Zucker- 
gehalts im Blute dar. Wie daraus ersichtlich ist, ruft das Kauen keinen 
Effekt hervor; auf das Herunterschlucken der Nahrung dagegen folgt 
ein scharf ausgepragter Anstieg. 
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In einem anderen Falle stellten wir fiir die Aufkliarung der Ro!|; 
welche die Kohlehydrate in diesem ProzeB spielen, Versuche an, woblve; 
Stunden und Minuten 
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Abb. 3. 
Wirkung der kohlehydrathaltigen Nahrung. 


nur kohlehydratfreie Nahrung verwendet wurde. Als solche Kost 
wahlten wir fetten Schinken!, ohne dazu andere Nahrungsstoffe hinzu- 
zufiigen. Die Ergebnisse dieser Versuche sind auf der Abb. 4 in 
Gestalt einer Kurve wiedergegeben. Die Bedingungen des Versuches 
waren (die Art der Kost ausgenommen) mit denen des vorigen Ex. 


periments identisch. 
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Wirkung der kohlehydratfreien Nahrung. 


Aus dieser Abbildung ist ersichtlich, daB der GenuB von kohlehydrat- 
freier Kost, wie auch deren Kauen keinen EinfluB auf das Niveau 
des Zuckergehalts im Blute ausiibt. 


Auf Grund dieser Angaben kann man schlieBen, daB der ganz 
ProzeB ausschlieBlich vom Kohlehydratgehalt der Nahrung abhang 


1 O. Hammarsten, Lehrb. f. physiol. Chem., 10. Aufl., 1923. 
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Zusammenfassung. 


1. Das Niveau des Zuckergehalts im Blute stellt im Laufe des 
Tages eine wellenartige Kurve dar, wobei die Steigerungen und deren 
Zahl vom GenuB der Nahrung abhangen. 

2. Beim Hungern treten auch Schwankungen im Zuckergehalt 
des Blutes auf, jedoch ist deren Ausma8B verhaltnismaBig gering, wobei 
ihr Maximum etwa 20 mg erreicht. 

3. Der GenuB von Nahrung ruft eine starke und rasche Steigerung 
des Zuckergehalts im Blute hervor, wobei Nerveneinfliisse von seiten 
des Verdauungstraktes keine Rolle spielen, dagegen aber eine Abhiangig- 
keit von dem Gehalt der Kost an Kohlehydrat besteht. 


Zum SchluB méchte ich noch erwahnen, daB ich es fiir eine an- 
genehme Pflicht halte, dem Herrn Professor S. MVM. Maximowitsch meine 
Dankbarkeit fiir seine Anweisungen waihrend meiner Arbeit aus- 
zusprechen. 





Uber die Diffusion von Stoffen in hydrotroper Lésung. 


\ on 
Hi. Freundlich und D. Kriiger. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie 
und Elektrochemie.) 


(Eingegangen am 9. November 1928.) 


Wie Neuberg' gezeigt hat, ist die ,,Hydrotropie™ eine recht ver 
breitete Erscheinung; die Léslichkeit von Stoffen der verschiedensten 
Kérperklassen (Kohlenwasserstoffe, Alkohole, Aldehyde, Ketone, Ester, 
aliphatische und aromatische Basen und andere) ist in konzentrierten 
Lésungen der Alkalisalze gewisser organischer Séuren (Benzoesiure, 
Benzolsulfosiure und deren Homologe und Substitutionsprodukte 
Naphthoesiure und ihre Derivate, Naphthalinsulfosiure, Phenole 
Naphthole und andere) erheblich, in einigen Fallen bis etwa 100mal 
gréBer als in reinem Wasser. Von Freundlich und Slottman? wurde 
anlaBlich einer Untersuchung der hydrotropen Wirkung der Natrium 
salze der Benzolsulfosiiure, p-Toluolsulfosiure und p-Athylbenzol- 
sulfosiure gegeniiber Benzoesiure und Phthalsiure die Méglichkeit in 
Betracht gezogen, dab sich der hydrotrop zu hohen Konzentrationen 
geléste Stoff in kolloidem Zustande befande. Freilich war dieses nicht 
sehr wahrscheinlich, da z. B. die Benzoesiure auch in Lésung der 
hydrotrop wirkenden Stoffe glatt durch Membrane hindurch dialysiert 
Aber es war doch denkbar, da® sie sich dort in einem Zustande befinde 
wie die sogenannten Semikolloide, etwa die Seifen, bei denen eine 
langsame Dialyse eintritt, weil ja der kolloid geléste Anteil des Stoffes 
im Gleichgewicht mit einem merklichen Anteil von Echtgeléstem steht 
Nur von einer Messung der freien Diffusion durfte man eine Ent 
scheidung tiber das Molargewicht dieses Stoffes in hydrotroper Lésung 
erwarten. Uber diese Versuche soll im nachstehenden berichtet werden 


1 Diese Zeitschr. 76, 107, 1916. 
2 Ebendaselbst 188, 101, 1927. 
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Nach dem Fickschen Gesetz ist die Geschwindigkeit der freien 


da es 
\iffusion eines Stoffes der értlichen Anderung des Konzen- 


dt 
trationsgefalles proportional, 
da de 
on k ¢ 
dt q dx 


wobei g der Querschnitt der Diffusionssaule ist, und der sogenannte 
liffusionskoeffizient k unter sonst gleichen Umstainden (Temperatur, 
Losungsmittel usw.) von der MolekiilgréBe des gelisten Stoffes ab- 
hingt. Aus dem Diffusionskoeffizienten liBt sich das Molargewicht M 
des gelésten Stoffes (Nichtelektrolyten) nach der ELinsteinschen Formel! 
RT 1 

e N ‘Gaky 
berechnen. Hier ist @ der Teilchenradius, N die Avogadrosche Zahl 
(6,06 . 103), 9 die Viskositat des Lésungsmittels. Es laBt sich auch 
die empirische Regel Lulers® benutzen 

Ky,,-¥ M = 7. 

Hier ist Ay,, der Diffusionskoeffizient in Wasser von 20°. Beide Ver- 
fahren liefern bei Stoffen mit einem Molargewicht von etwa 200 bis 300 
untereinander und mit dem wahren Wert anndhernd iibereinstimmende 
Werte®. Bei Elektrolyten gilt unter Voraussetzung  vollstindiger 
Dissoziation fiir einwertige Ionen die Nernstsche Beziehung 


uv / t \* 
“+ 5 + a) 


in der uw und v die Wanderungsgeschwindigkeiten der lonen und ft die 





k = 0.042 O8. 


Temperatur bedeuten. 


Bei unseren Versuchen wurde der Diffusionskoeffizient nach dem Ver- 
fahren von Oeholm* bestimmt. In einem streng zylindrischen GefaB von 
etwa 3,5cem Durchmesser, dessen Boden mit Quecksilber bedeckt ist, 
werden 20 cem der Lésung des Stoffes, dessen Diffusion untersucht werden 
soll (also hier eine Lésung des in Wasser schwerldéslichen Stoffes in der 
Lésung des hydrotrop wirksamen Salzes) mit 60 ccm des reinen Lésungs- 
mittels (Lésung des hydrotrop wirksamen Salzes) tiberschichtet. Nach 
geeigneter Zeit zapft man mit Hilfe eines am Boden des Zylinders befindlichen 
Hahnes den Inhalt langsam in vier Flischchen von je 20 cem ab und be- 
stimmt die in jeder Flasche enthaltene Substanzmenge. Aus den gefundenen 


* Ann. d. Phys. (4) 19, 303, 1906; Zeitschr. f. Elektrochem. 14, 237, 1908, 
2 Wied. Ann. 63, 273, 1897. 

3 Oeholm, Medd. K. Vetenskap. Nobelinstitut 2, Nr. 23, 1912. 

* Nernst, Theoretische Chemie, 8. bis 10. Aufl., S. 428. 

* Zeitschr. f. physik. Chem. 50, 309, 1905. 
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Substanzmengen, der Diffusionszeit und der Schichthéhe (Héhe ei: 
Schicht von 20cem im Diffusionszylinder) kann der Diffusionskoeffizix 
mit Hilfe der Tabellen von Stefan-Kawalki'! berechnet werden. Diy 
Messungen wurden in einem kiihlen Raume ausgefiihrt, dessen Temperat ty 
nur wenig schwankte und in dem sonst nicht experimentell gearbeitet wurd 


Um zu priifen, ob sich die Versuchsanordnung bewihre und welchen 
EinfluB die Zihigkeit der Salzlésung auf den Diffusionskoeffizienten 
ausiibe, wurde die Diffusion von Traubenzucker in einer konzentrierte) 
(33'/,°. igen) Natriumbenzoatlisung untersucht. Mit einer hydrotropen 
Beeinflussung der Léslichkeit ist bei einem Stoffe wie Traubenzucker 
kaum zu rechnen. Den Gehalt an Glucose bestimmten wir jodometrisch 
nach dem Verfahren von Willstdtter und Schudel?. Die Zahigkeit der 
Natriumbenzoatlésung wurde mit einem Ostwaldschen Viskosimeter 
gemessen. 


In den nachfolgenden Tabellen ist die Bezeichnung der Schichten 
(Spalte 1) die gleiche wie bei Kawalki; IV ist also die unterste Schicht 
I die oberste. Wie sich aus der Theorie des Verfahrens ergibt, ist der 
Wert von IV besonders zuverlassig, der von III besonders unzuverlassig 
Spalten 2 und 3 enthalten die in der betreffenden Schicht (20 ccm) 
gefundenen Stoffmengen meist in Millimol bzw. in Prozenten der 
Gesamtmenge. Als Mittelwert des Diffusionskoeffizienten (Spalte 4) 
findet sich der sogenannte ,,gewogene Mittelwert‘‘, bei dem die Zu 
verlassigkeit der Ergebnisse fiir die verschiedenen Schichten beriick- 
sichtigt worden ist. Die Hohe A ist die halbe mittlere Héhe der Schichten 
wie sie in den Tabellen von Aawalki benutzt wird. ¢ ist die Diffusionszeit 
Die Zahigkeit 9 ist relativ angegeben, der Wert fiir Wasser ist also 
bei der gleichen Temperatur zu 1 angenommen. 


Tabelle I. 


Diffusion von Traubenzucker in einer wiasserigen Na-Benzoatlésung. 
h = 1,03 cm; t = 27 Tage; t = 13,5°. 2 (fiir 13,5°) = 4,05. 





Gehalt an Glucose in 





Schicht se, tet Bie Ft ie: TS k 
7 | mg | %o 
IV 0,667 59.5 0,0853 
Il 0,349 81,1 0,0856 
7 0,107 9,5 0,0866 
~Gewogener“ Mittelwert: 0,0857 


* Ausnahmsweise wurden die Schichten I und II gemeinsam abgezapft. 


! Wied. Ann. 52, 185, 300, 1894. 
2 Ber. d. deutsch. chem. Ges. 51, 780, 1918. 
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Die k-Werte stimmen also gut tiberein. k,,, = 0,0857 entspricht, 
auf 20° umgerechnet!, einem Werte von 0,103. Nach der Hulerschen 
Kegel ist kyg = 0,52 in rein wasseriger Lésung. Nimmt man gemab 
der oben erwahnten Finsteinschen Formel an, daB der Diffusions- 
koeffizient der Zahigkeit umgekehrt proportional ist, so berechnet 
sich aus letztgenanntem Werte mit der Zahigkeit von 4,05 ein ky, = 0,128 
fiir die salzhaltige Lésung in angeniherter Ubereinstimmung mit dem 
heobachteten Werte. 

Die Mehrzahl der Messungen in hydrotropen Lésungen stellten 
wir mit Benzoesiure an, um den AnschluB an die erwaihnten Versuche 
von Freundlich und Slottman zu haben. Alle benutzten organischen 
Priparate (Kahlbaum) wurden dreimal umkristallisiert. Den Gehalt 
an Benzoesiure bestimmten wir durch Titration mit n/50 NaOH. 
Losung. 

Zunachst die Diffusion der Benzoesadure in rein wasseriger Lisung. 
Tabelle II enthalt eine Messungsreihe aus einer gréBeren Anzahl vollig 
ahnlicher Versuche. 

Tabelle II. 
Diffusion von Benzoeséure in rein wisseriger Lésung. 
h = 1,03 em; t = 11 Tage; t 13.0°. 





Gehalt an Benzoesaure in 


Schicht Se ee eee k 
Millimol 0 
IV 0135 42.2 O55 
Tl 0,096 30,0 0,73 
II 0,059 15.6 0.44 
I 0,089 12.2 0,71 
.Gewogener” Mittelwert: 0.57 


Hier wie in allen anderen Fillen ist die Konstanz des k fiir die 
verschiedenen Schichthéhen recht unbefriedigend. Aus den Ab- 
weichungen laBt sich folgern, daB das Ficksche Gesetz hier nicht streng 
gilt, der Diffusionskoeffizient ist von der Konzentration abhangig 

Als Mittel aus allen Versuchsreihen ergibt sich fiir eine Anfangs- 
konzentration von 0,35 Millimol im Liter ein &,, == 0,57, daraus ein 
ky. = 0,79. Aus der Nernstschen Formel erhalt man mit einem u = 350 
und vw = 31 einen Wert von 1,19. Das experimentelle Ergebnis weicht 
also stark vom theoretischen ab, wie das bereits fiir andere schwache 
Sauren, z. B. fiir Essigsaure, bekannt ist. Es riihrt dies daher, dab 
die Nernstsche Formel véllige Dissoziation voraussetzt, eine Voraus- 
setzung, die durchaus nicht erfiillt ist. 


; keg Meg(273 + t) 
'‘ Zur Umrechnung diente die Gleichung /y 993 val. 
> 7 

293 . 


R.O. Herzog, Zeitschr. f. Elektrochem. 16, 1003, 1910. 
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Trotz dieser wenig einfachen Verhiltnisse wurde die Diffus 
der Benzoesiure in Lésungen hydrotrop wirkender Salze verfolgt 
Wir benutzten als solche Na-Benzolsulfonat und Na-p-Toluolsulfonat 
Drei Versuchsreihen aus einer gréBeren Anzahl sind in den Tabellen ||| 
IV und V angefiihrt. Die Konzentration der Benzoesiure betriigt 
Tabellen III und IV das 1,2- bis 1,3fache, in Tabelle V das 1,9facly 
der Léslichkeit in reinem Wasser. 


Tabelle Ill. 
Diffusion von Benzoesaure in einer wasserigen Lésung von Na-Benzolsulfonat 
h = 1,03cm; t¢t 10 Tage; t = 13,2°; 9 (fiir 13,2°) = 1,37. Gehalt a 
Na-Benzolsulfonat 0.86 Mol im Liter. 





Gehalt an Benzoesaure in 


Schicht 
Millimol 5 
IV (),227 48.7 0,42 
Ill 0,115 24,3 * 
Il 0,065 14.0 041 
I 0,960 12,9 0.82 
.Gewogener* Mittelwert: 0.52 


* Der Wert fallt aus den Stefan-AKawalkischen Tabellen heraus. 


Tabelle IV. 
Diffusion von Benzoeséure in einer wisserigen Lésung von Na-p-Toluo! 
sulfonat. A = 1,03em; ¢ 11 Tage; t = 13,5°; 9 (fiir 13,5°) = 1,38 
Gehalt an Na-p-Toluolsulfonat 0,74 Mol im Liter. 





Gehalt an Benzoesaure in 


Sehicht 
Millimol 
IV 0.2898 48.6 0.38 
Il 0,1684 28,2 1.03 
II 0.0724 12,1 O31 
I 0.0656 11.0 0.65 
,»Gewogener” Mittelwert: 0,49 


Tabelle V. 
Diffusion von Benzoeséure in einer wasserigen Lésung von Na-p-Toluo! 
sulfonat. A = 1,03em; t¢ = 11 Tage; t = 12,2°; 9 (fiir 12,2) = 1,78 
Gehalt an Na-p-Toluolsulfonat 1,14 Mol im Liter. 





Gehalt an Benzoesaure in 


Schicht k 
Millimol 
IV 0,308 34,8 0,89 
Il 0,199 22.5 * 
Il 0,192 21,7 1,02 
I 0,187 21,1 1.47 
»Gewogener* Mittelwert: 1.13 


* Der Wert fallt aus den Stefan-Kawalkischen Tabellen heraus 








ol 
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Auch hier wieder die durchaus ungeniigende Konstanz; die Ab 
hangigkeit des k-Wertes von der Schichthéhe beruht wohl auf einer 
ausgesprochenen Abhangigkeit des Diffusionskoeffizienten von der 
Konzentration der Benzoesaure. 

Man kann aber doch aus diesen Messungen eindeutig schlieBen, 
daB die Benzoesdure in den hydrotropen Lésungen echt gelist ist. 
Denn betrachtet man die in den Tabellen angegebenen .,gewogenen’: 
Mittelwerte, deren Berechnung natiirlich bei der mangelnden Konstanz 
nur bedingt berechtigt ist, so sind sie durchweg ebenso gro}, ja gréBer 
als die in rein wasseriger Lésung gefundenen Werte, und sie sollten 
doch wegen der gréBeren Zahigkeit der hydrotropen Lésung in jedem 
Falle kleiner sein. Es besteht also nicht die geringste Unterlage dafiir, 
daB die Benzoesiure in der hydrotropen Lésung ein héheres Molar- 
gewicht hat, und dabei wird eine erheblich héhere Konzentration 
erreicht als in reinem Wasser. Der auffallend groBbe Diffusions- 
koeffizient beruht vielleicht darauf, daB der Dissoziationszustand der 
Benzoesaure in der hydrotropen Lésung merklich geindert ist. 

Diese Ergebnisse erginzten wir durch einige Messungen mit einem 
vollig anderen gelésten Stoff, nahmlich Brucin. Da dieser in Na- 
Benzolsulfonat hydrotrop geliést ist, geht schon aus den Versuchen 
Neubergs hervor. Wir benutzten ein mehrfach aus Wasser umkristalli- 
siertes Praparat, das wir durch Titration mit n/100 HCl-Lésung und 
Jodeosin als Indikator bestimmten. 

Tabelle VI lehrt, daB der Diffusionskoeffizient in rein wasseriger 
Lisung geniigend konstant ist. 


Tabelle VI. 


Diffusion von Brucin in rein wasseriger Lésung. 
h LO3em: ¢t 12 Tage: t 15,4°. 





Gehbalt an Brucin in 
Schicht A 
Millimol ‘ 


IV 0,022 2 59.6 0,32 
Il 0,014 2 32.3 0,28 
I 0,095 75 13,1 031 
I 0,001 75 4.0 0.32 
.Gewogener* Mittelwert: 0,32 


Der .,gewogene’ Mittelwert von 032cm pro Tag entspricht 
einem Wert von 0,37 bei 20°, wiaihrend die Eulersche Formel einen 
von 0,36 ergibt (Molargewicht des Brucins 372) 


Nicht ganz so gut, aber ausreichend ist die Konstanz in der hydro- 


tropen Lésung. 
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Tabelle VII. 
Diffusion von Brucin in einer wasserigen Lésung von Na-Benzolsulfonat 
k = 0,518em*; ¢ = 10Tage; t = 15,4°; 9 (fiir 15,4°) = 1,39. Gehalt 
an Na-Benzolsulfonat 1,01 Mol im Liter. 





Gehalt an Brucin in 


Schicht = k 
Millimol 9% 
IV 0,3145 38,0 0,30 
iil 0,237 28,6 0,27 
Il 0,160 19,3 0.195 
I 0,117 14,1 0,23 


Der ,,gewogene* k-Wert von 0,22 ist kleiner als der in rein wasseriger 
Lésung, aber doch nur so viel, wie man auf Grund der héheren Zahigkeit 
der hydrotropen Lésung erwarten sollte; denn fiir 20° ergibt sich ein 
k-Wert = 0,25, und beriicksichtigt man, daB er infolge der Zahigkeit 
1,39mal kleiner ist als in reinem Wasser, so berechnet sich eine Kon 
stante von 0,35 statt der beobachteten von 0,37. Auch hier keine 
Andeutung eines héheren Molargewichts in der hydrotropen Lésung 
und dabei ist die Konzentration des Brucins fast 20mal héher, als es 
der Sattigung entspricht. 

Einige Messungen mit Acetanilid fiihrten nicht zum Ziele. In 
rein wasseriger Lésung war der Diffusionskoeffizient der zu erwartende 
aber in einer konzentrierten Na-Benzoatlésung verlief die Diffusion 
sehr viel rascher als in reinem Wasser, so daB man mit der Méglichkeit 
einer chemischen Umsetzung rechnen muBte. 

Aus unseren Versuchen glauben wir schlieBen zu miissen, dal 
jedenfalls solche echt gelésten Stoffe wie Benzoesiure und Brucin 
auch in den héheren Konzentrationen der hydrotropen Lésung echt 
gelést bleiben. 

Die hydrotrope Wirkung erklirt sich nach wie vor am wahr 
scheinlichsten folgendermaBen : 

Die hydrotrop wirkenden Stoffe sind wohl durchweg solche, dic 
sowohl eine starke Verwandtschaft zum Wasser wie zu organischen 
Resten haben. Bei den organischen Sulfosiuren ist die Sulfogruppe 
hydrophil, wahrend die aromatische Gruppe hydrophob ist, also eine 
ausgesprochene Verwandtschaft zu organischen Resten besitzt. Die 
zweiseitige Verwandtschaft befaihigt die sulfosauren Salze, in starkem 
MaBe Lésungsmolekiile zu bilden, in denen sie selbst neben Molekiilen 
des Wassers wie der anderen organischen Stoffe enthalten sind. Die 
Léslichkeit der organischen Stoffe wird deshalb in der hydrotropen 


* Es wurde ein kleineres Gefa8B genommen, um die Diffusionszeit bei 
der merkbar langsameren Diffusion abkiirzen zu kénnen. 
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Losung weit gréBer als in rein wasseriger Lésung, in der nur die geringe 
Wechselwirkung zwischen dem organischen Stoff und Wasser zur 
Geltung kommt. 

Die von Freundlich und Slottman betonte Ahnlichkeit in der 
quantitativen Zunahme der hydrotropen Wirkung beim Ansteigen in 
einer homologen Reihe mit dem Ansteigen gemaB der Traubeschen 
Regel diirfte daher nur duBerlich sein. Sie beruht wohl darauf, dab 
mit der Verlangerung der aliphatischen Kette der hydrophobe Charakter 
der hydrotrop wirkenden Sulfosalze zunimmt, damit die Verwandt- 
schaft zu den zu lésenden organischen Stoffen und daher schlieBlich 
auch deren Léslichkeit. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde die Diffusion von Benzoesaure in reinem Wasser wie 
in Lésungen hydrotrop wirkender Salze (Na-Benzolsulfonat, Na-p- 
Toluolsulfonat) nach dem Oeholmschen Verfahren gemessen. In den 
letzteren ist die Konzentration der Benzoesaure erheblich gréBer als 
es der Sattigung in rein wasseriger Lésung entspricht. In allen Fallen 
versagte das Ficksche Gesetz, der Diffusionskoeffizient erwies sich 
nicht als geniigend konstant. Er war aber in der hydrotropen Lésung 
ebenso groB oder etwas gréBer als in reinem Wasser. 

2. Brucin gab in der gleichen Weise in Wasser wie in einer hydro- 
tropen Lésung von Na-Benzolsulfonat gemessen befriedigende Konstanz 
des Diffusionskoeffizienten. Er war in der hydrotropen Lisung etwas 
kleiner als in reinem Wasset, aber diese Erniearigung entsprach der- 
jenigen, die man auf Grund der Erhéhung der Zahigkeit der hydro- 
tropen Lésung erwarten mubte. 

3. Aus 1. und 2. folgt, daB Stoffe wie Benzoesdiure und Brucin 
und wahrscheinlich alle echt gelésten Stoffe in hydrotroper Lésung, 
auch in Konzentrationen, die die Léslichkeit stark tibersteigen, echt 
gelést bleiben. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sagt die eine 
von uns (Frl. Kriiger) fiir die Gewihrung eines Stipendiums zur Durch- 
fiihrung der Arbeit ihren verbindlichsten Dank. 
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Beitrige zur Physiologie iiberlebender Siugetierherzen. 


VI. Mitteilung: 


Uber den Zuckerverbrauch der Herzen schilddriisenloser, sowie normaler 
und schilddriisenloser, mit Thyroxin vorbehandelter Katzen. 


Ve ym 
Georg Ambrus. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universit: 
Budapest.) 


(Eingegangen am 10. November 1928.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei dem bereits seit einigen Jahrzehnten bekannten Einflub, de: 
die Schilddriise auf so manche allgemeine und Spezialfunktionen des 
Organismus ausiibt, konnte es von Interesse sein, zu priifen, wie der 
Zuckerverbrauch der iiberlebenden Herzen von Katzen sich gestaltet 
denen die Schilddriise entfernt wurde, bzw. auch von Katzen, die im 
nédrmalen oder im schilddriisenlosen Zustande vor dem Versuche mit 
Thyroxin behandelt wurden. 


A, Methodik der Versuche. 


Die Tiere, denen die Schilddriise entfernt werden sollte, erhielten vorher 
tagelang je 50cem Milch, 100g Fleisch und 100 ccm Wasser. Wahrend 
dieser Zeit habe ich ibr Kérpergewicht, ihre Kérpertemperatur, zeitweis: 
auch ihr Blutbild beobachtet. Nach Ablauf dieser Beobachtungsperiod: 
habe ich die Thyreoidektomie unter sorgfailtiger Schonung der Neben 
schilddriisen vorgenommen, was gerade an Katzen nicht leicht war, da dir 
kleinen weiblichen Organe auf beiden Seiten zu zweit an der medialen 
Flache der Schilddriisenlippchen unter der Fascie gelegen sind. Das Gewicht 
der Schilddriise betrug 0,14 bis 0,96 g. 

Nach erfolgter Thyreoidektomie erhielten die Tiere an den drei erste! 
Tagen bloB je 100cem Mileh und 50 cem Wasser. nachher aber diesel!» 
Kost wie zuvor. Am sechsten Tage nach erfolgter Operation wurden di: 
Nahte entfernt. 

Anfangs ging eine geringe Anzahl der Tiere an postoperativer Tetani 
zugrunde. Dies kam spiter, nachdem die Technik der Operatio: 
Assistenz usw. besser klappte, weit seltener, und zwar nur vor, wenn div 
Tiere ihre Wunde aufgerissen hatten. Anfangs habe ich Tiere auch an 
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Wundeiterung verloren, wihrend spiter eiternde Wunden durch Behandlung 

t Vetol' rasch und glatt zur Heilung gebracht werden konnten. Eine 
Abnahme der K6érpertemperatur (z. B. von 38 auf 37°C) kam nur vor, 
wenn die Tiere langere Zeit hindurch im schilddriisenlosen Zustande (bis 
sum Herzversuche) am Leben gelassen wurden. Ebenso selten war eine 
allméhliche Abnahme des Kérpergewichtes, Haarausfall, geringe Eosino 
philie zu beobachten. Eine auffallende Anderung der Psyche sah ich nur 
ausnahmsweise, myxédematdése Schwellung der Backen nur ein einziges Mal. 

In einer anderen Reihe von Versuchen habe ich den ihrer Schilddriise 
hberaubten Tieren (in einer weiteren Reihe auch normalen Tieren) Thyroxin 
durch Ejinspritzung in eine Vene der hinteren Extremitéten beigebracht. 
Zu diesem Behufe stand mir synthetisches ,,5Sodium salt of pure Thyroxin“ 
von den British Drug Houses, ,,Pure crystalline Thyroxin’ von 
Squibb a. Sons, und das synthetisch dargestellte ,,Thyroxin «Roche»** von 
Hoffmann-La Roche zur Verfiigung, wofiir den betreffenden Herren auch 
an dieser Stelle bestens gedankt sei. Es wurden, je nachdem ich eine raschere 
oder langsamere Wirkung erzielen wollte, 0,5 bis 4,0 mg taglich so lange 
verabreicht, bis die erfolgte Intoxikation sich durch die beginnende starke 
\bmagerung in der Héhe von 50 bis 100g pro Tag eingestellt hatte, und 
zwar bei einer Kost, die sich sonst stets als hinreichend erwiesen hatte. 
Hierzu waren an den verschiedenen Tieren insgesamt 8,8 bis 23,0 mg er- 
forderlich. Nun wurde noch 1 bis 2 Tage lang Thyroxin gegeben und dann 
der Herzversuch ausgefiihrt. Von sonstigen Erscheinungen der Thyroxin- 
intoxikation waren zu erwaihnen: voriibergehend erhéhte Korpertemperatur, 
iniBige Zunahme der weiben und maéBige Abnahme der roten Blutkérperchen. 
Die am Menschen so pragnante Beschleunigung des Pulses konnte bei der 
ohnehin sehr raschen Herzaktion des Katzenherzens nicht geniigend genau 
festgestellt werden. 

Vor der Entnahme ihrer Herzen, die ich verschieden lange Zeit nach 
erfolgter Thyreoidektomie vornahm (unten als ,,kurzfristige‘’ bzw. ,,lang- 
fristige Versuche** bezeichnet), lieB ich die Tiere 24 Stunden lang hungern. 
Die Herzentnahme und der Durchstr6émungsversuch wurden genau in der 
Weise vorgenommen, wie dies in einer vorangehenden Mitteilung? be- 
schrieben ist. Hier sei nur kurz erwahnt, dai ich zur Durchstrémung 
125 eem 0,2°, Glucose enthaltende Tyrodelésung verwendete und diese 
am Beginn jeder je eine Stunde lang dauernden Versuchsperiode erneuert 
habe. Der Zuckergehalt der Durchstrémungsfliissigkeit wurde nach dem 
neueren Bangschen Verfahren bestimmt. Alle auf die Versuchsumstiande 
und ihre Ergebnisse beziiglichen Daten sind in den Versuchsprotokollen 
und in der Generaltabelle am SchluB des Textes enthalten; die Be- 
sprechung der Ergebnisse erfolgt an der Hand von drei Abbildungen und 
fiinf Texttabellen. In den Tabellen II bis V ist, wie in den friiheren Mit- 
teilungen, der Zuckerverbrauch der drei Versuchsperioden auf 1 Stunde 
und auf 1 g feuchtes Herzgewicht bzw. auch auf 1 g Herztrockensubstanz 
berechnet. In der Tabelle I sind die Ergebnisse aller Versuchsreihen nach 
absteigendem Herztrockengewicht geordnet, da auf Grund der Aszédischen® 
Befunde bei der Abhangigkeit des Zuckerverbrauchs von der GréBe der 
Herzen eine vergleichende Beurteilung des Zuckerverbrauchs unter ver- 


1 Vetol-Werke in Budapest. 
2 Z. Aszédi und G. Ambrus, diese Zeitschr. 188, 408, 1927. 
8 Z. Aszédi, ebendaselbst 185, 442, 1927. 
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schiedenen Versuchsbedingungen, wie sie in meinen Versuchsreihen gege! 
sind, nur auf diese Weise méglich ist. Auch habe ich aus Griinden, die iy . 
der vorangehenden Mitteilung! entwickelt wurden, in der Tabelle I 
ziiglich jedes Herzens jeweils nur den héchsten Zuckerverbrauchswert 
riicksichtigt. ungeachtet dessen, ob er von der I. oder IT. oder ITI. Peri 
herriihrt. 

B. Die Versuchsergebnisse. 


Tabelle I. 





Zuckerverbrauch pro Stunde und Gramm Herztrockengewict 
der Herzen von 


Vv sh Herztrocken- normalen, en 
— gewicht normalen mit Thyroxin§ = -hilddriisene = mit Thyrox 
Katzen vorbehandelten tose, Katzen vorbehandel 
Katzen Katzen 
Nr g mg mg mg mg 
69 3,368 38 
WW 2,779 51 — 
135 2,660 61 
95 2,648 52 
107 2,627 58 
138 2.595 48 
120 2,480 _ 60 
147 2,370 - 40 
108 2.360 33 
144 2,340 _ 51 
51 2.270 60 
109 2,250 47 
146 2,160 _ - 79 
100 2,157 46 — 
149 2106, 79 1, 
139 2,065 72 — 
153 2,060 - 76 
149 2,040 - - ~- 64 
150 2.000 - . 61 = 
68 1,970 57 _ - : 
110 1,950 ~ 68 Vi 
112 1,940 - - 52 su 
102 1,907 87 - — — \ 
141 1,882 71 — 
136 1,836 - 78 — 12 
152 1,830 — - 76 0 
101 1,821 63 os 
121 1,820 — 56 _ I 
66 1,751 57 - l 
117 1,720 - 52 2 
119 1,710 - _ 57 I 
115 1,700 -- 37 l 
151 1,700 - - 81 l 
118 1,630 -- _ 52 i 
114 1,620 ~ 65 Ll 
113 1,610 -- 34 i] 
52 1,588 53 — — I 
137 1,580 _ 82 — _- ~ 
' G. Ambrus, diese Zeitschr. 204, 467, 1928. 12 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Zuckerverbrauch pro Stunde und Gramm Herztrockengewicht 
der Herzen von 


Versuch Herztrocken: normalen, = 
gewicht normelen a Dom schilddriisen: mit Thyroxin 
Katzen nee en iosen Katzen ——— 
atzen 
Nr xg mg mg mg mg 
_ 65 1.575 56 
148 1,570 sO) 
99 1,560 58 
145 1.390 82 
148 1,370 98 
11] 1,370 65 
9S 1,347 70 
105 1,322 50 
106 1,229 76 ~ 
193 1,213 111 -- 
142 1,170 124 
116 1,150 24 
50 1,128 69 
123 1,080 33 
64 1,057 ss — 
104 0.983 80 _— 
97 0.922 95 
63 0,905 8y — 
122 0.750 59 


1. Zucherverbrauch der Herzen thyreoidektomierter Katzen. 
Versuche (2 bis 9 Tage) nach erfolgter Thyreoi 
in Tabelle Il. In dritten Stab 


a) Kurzfristige 


lektoma Nahere Daten s den der 


Tabelle IT (Schilddriisenlos, kurzfristig). 





Zuckerverbrauch pro Stunde Zuckerverbrauch pro Stunde 


Herz, und Gramm Herz- und Gramm 
Vers feucht : oe trockens te 
such gewogen Periode | Periode Il Periode II] 8¢Wicht = Periode 1 | Periode Il Periode II! 
Nr. g mg mg mg 8 mg mg ~ mg 
120 «17,7 6,9 8.4 4.1 2,481 49.6 9.7 29.0 
08 19,7 3.5 3.9 2,2 2.361 29 33 18 
oY 18,8 4.3 5,1 4.8 2.252 36 47 40 
10 179 5.0 7,4 6.9 1.954 46 68 64 
12 | 174 98 58 5.8 1.940 34 56 52 
21 14.3 4.6 7,1 59 1.819 36 56 46 
17 14.6 3.8 6,2 4.2 1,720 32 52 36 
119 16,2 5,2 6.1 4.7 1.707 50 57 45 
115 140 4.2 4.4 34 1.790 35 37 32 
118 | 13,9 3,9 4.6 6,2 1.627 33 3Y 52 
114 13,8 4,7 7,7 35 1,616 39 65 30 
118-141 3,1 2.9 3.9 1.696 27 26 34 
11 13.9 4.5 5.6 6S 1,375 48 53 65 
16 «104 2,2 24 2 1,151 20 27 21 
123 8.8 4.0 4.9 0.6 1.075 33 33 5 
122 6,70 3.7 6.1 6.6 0.750 33 55 59 
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Tabelle [ habe ich die an den Herzen normaler Katzen erhalten 

Werte aufgenommen, die in der vorangehenden Mitteilung besproch«: 
waren. Vergleicht man mit diesen die in den fiinften Stab eingetragen« 
Werte, die sich auf die Herzen schilddriisenloser Tiere beziehen, so ist 
sofort zu sehen, daB an letzteren der Zuckerverbrauch sehr erheblic/ 
geringer ist, wie dies mit noch gréBerer Klarheit aus Abb. 1 hervorgel:: 
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Abb. 1. 


Dab, wie stets in derlei Versuchen, Werte vorkommen, die mehr oder 
minder stark aus der Reihe springen, tut der feststehenden Tatsaclhy 
keinen Abbruch. Um so befremdender ist es, wenn Kopeljanski/' 


betreffs des isolierten Herzens findet, dab ..... die Exstirpation der 
Thyreoidea ... die Fahigkeit, Zycker zu absorbieren, deutlich ver 
mehrt. 


b) Langfristige Versuche (22 bis 57 Tage nach erfolgter Thyreoid 
ektomie). Niahere Daten s. in Tabelle IT]. Um zu erfahren, ob der 
Zuckerverbrauch der Herzen von schilddriisenlosen Tieren andauern« 
herabgesetzt bleibt, oder aber allmahlich zum normalen zuriickkehrt 
habe ich eine Anzahl von Tieren langere Zeit, bis zu 8 Wochen lang, in 
schilddriisenlosen Zustande am Leben gelassen, ehe ich ihnen das Herz 
zum Durchstrémungsversuch entnahm. Die Erscheinungen, die hierbe: 
zur Beobachtung kamen, waren dem Wesen nach dieselben wie in de: 
kurzfristigen Versuchen, allerdings mit gewissen quantitativen Unte: 
schieden. Die betreffenden Werte habe ich in Tabelle III eingetragen 
und es geht aus ihnen hervor, daB der Zuckerverbrauch auch hier 
herabgesetzt war, jedoch, wenn von dem offenbar fehlerhaften Versuc! 
133 abgesehen wird, nicht in so hohem Grade wie in den kurzfristige: 
Versuchen. 


1 D. Kopeljanskig, Ucenje zapiski Saratowskago Universiteta 3, 134 
1925 (russisch); zitiert nach Ber. ti. d. ges. Physiol. u. exper. Pharn 
39, 261, 1927. 














Physiologie iiberlebender Séuygetierherzen 


Tahelle 11] 


(Schilddriisenlos, 


lanytrist iw) 


1a 


Vi. 





Zuckerverbrauch pro Stunde 


Zuckerverbrauch pro Stunde 


Herz und Gramm Herz- und Gramm 
Vere feucht trockens 

t such ZeWOREN Periode | Periode I] Periode Wl 8*¥'*ht Periode 1 Periode I] Periode II! 

j vr g meg mg mg g mg my mg 

} 16.9 1.4 1,7 O04 2.038 11 14 3 

4 17.9 4.4 3.1 2.2 1,746 45 33 22 

y 12.8 4.4 63 AL 1.542 37 52 5S 

2 11.1 6.4 5.9 3 1,431 DO 45 27 

| 11.1 7,0 10,2 6.7 1,325 5Y 85 1 

28 11.1 5. 6.4 5.1 1,278 47 MH 44 

0 17.9 4.9 70 49 1,246 70) 101 70 

27 11.8 7.4 5.5 8.7 1,243 71 53 83 

24 10.8 4.5 5.0 4.3 1,212 40) 41 38 

25 10,2 7.7 5D 7.3 1,152 69 49 64 

26 11.9 65 $2 7.6 1.083 72 91 S4 
Zuckerverbrauch der Herzen nach vorangehender Thyroxinbehandlung, 


a) Herzen normaler, 


Daten s. in der Tabelle LV. 


Tabelle 1V (Normal, mit Thyroxin vorbehandelt). 


mil 


Um das Verhalten der tiberlebenden Herzen 
schilddriisenloser Tiere, die vorangehend durch langere Zeit mit Thyroxin 


Thyroxin behandelter Katzen. Nahere 





I Herz, und Gramm Herz- und Gramm 
Vers feucht a trocken- - 

1 such gewogen Periode | Periode I Periode II] 2¢¥'ht Periode 1 Periode II Periode Il 
Nr xz mg mg mg y mg my mg 
1350 20.2 8,0 2.5 0.9 2.659 G1 20 7 

138 20.0 60 3.4 4.6 2.505 458 27 37 
140) 14.5 10,2 11,6 9.0 2.106 69 79 61 

I 139 14.8 10.0 6.0 2 065 72 43 

| 14] 14.0 9.6 S.1 D4 1,882 71 61 40) 
136 13.5 10.7 96 65 1.836 78 71 47 
137 12.2 10.3 6.3 23 1.578 S2 49 1s 


mg Luckerverbrouch pro 
1 Stunde und tqr Nerztrockensubstanz 
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behandelt wurden. beurteilen zu ké ven, habe ich solche Versu 

auch an den Herzen normaler, d. h. solcher Katzen ausgefiihrt, die 

Besitz ihrer Schilddriise belassen waren. Lie in den vierten Stab de 
Tabelle I eingetragenen Daten, wie auch die,Abb. 2, lassen klar erkenne 
daB durch die vorangehende Thyroxinbehandlung der Zuckerverbrauc} 
der normalen Herzen deutlich, wenn auch nicht in besonders hohen 
Grade, gesteigert wird. Auffallend ist, daB in sechs von den hierhe: 
gehérenden sieben Versuchen, die zwischen April und Juli 1927 a 

gefiihrt wurden, die Herzen in der ersten Periode am meisten Zucke 
verbrauchen, wahrend doch, wie in meiner vorausgehenden Mitteilung 
gezeigt wurde, wir infolge der besseren Versuchsmethodik bereits von 
November 1926 anfangend den gréBten Zuckerverbrauch in der Rege! 
in der zweiten Periode erhielten. Es liBt sich dies mit groBer Waly 
scheinlichkeit damit erklaren, daB die Herzen der mit Thyroxin vor 
behandelten Katzen wihrend der ersten Periode wohl noch einen Rest 
des dem lebenden Tiere vorher eingespritzten Thyroxins enthielte: 
welcher Rest aber durch die Durchstrémungsfliissigkeit alsbald heraius 
geschwemmt wurde, daher in den spateren Perioden, in denen ja dir 
Durchstrémungsfliissigkeit jedesmal gewechselt wurde, fehlen mubt 


b) Herzen schilddriisenloser, vorangehend mit Thyroxin behandelt: 
Katzen. Nahere Daten s. in der Tabelle V. Wurden die ihrer Schilddriise: 
beraubten Katzen vorangehend in der eingangs beschriebenen Weis: 


Tabelle V (Schilddriisenlos, mit Thyroxin ~ orbehandelt). 





Zuckerverbrauch pro Stunde , Zuckerverbrauch pro Stunde 
: Herz, und Gramm lerz- und Gramm 
Vers feucht Mae aS wken- 
such gewogen | Periode I Periode II Periode I] 8¢W'eht Periode ! Periode Il Periode ! 
Nr. g mg mg mg g mg mg mg 
147 17,7 5.4 2.373 40 je 
144. 19,0 6.3 5.9 3,8 2,344 51 4s 31 
146 3=:15,4 11,1 10,0 8,7 2,165 79 71 62 
153 14,6 8.0 10.2 10.8 2.062 i 72 76 
149 16.9 6.9 77 2.036 50 64 
150 14,9 8.3 5.8 7.0 2.903 61 42 DI} 
152.) 13,7 10,1 10,2 9.1 1,832 75 76 68 
151 11.9 94 11,6 11.5 1,793 66 Sl Si) 
148 11,9 10,5 9.6 10,3 1.566 80 70 79 
145 11,0 10.4 6.3 6,2 1.385 82 50 49 
143 10.2 12.6 59 49 1.373 93 44 36 
142 8,1 17.9 14.1 9.9 1,174 124 97 6S 


mit Thyroxin behandelt, so erwies sich ihr Zuckerverbrauch sehr erheblic! 
groper als die der korrespondierenden Herzen schilddriisenloser, nic!) 
mit Thyroxin vorbehandelter Tiere und kawm geringer als die der Herz 
normaler Tiere, wie dies aus dem sechsten Stabe der Tabelle I w 
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namentlich aus Abb. 3 hervor eht. Besonders beweisend sind die 
Versuche 142, 148 bis 152, in denen das betreffende Herz ebenso 
wie die Herzen schilddrtisenloser, jedoch mit Thyroxin nicht vor 
behandelter Katzen, langstens-innerhalb 10 Tage nach der Entfernung 
der Schilddriise und begonnener Thyroxinbehandlung zum Versuch 
kam, daher ein strenger und einwandfreier Vergleich méglich ist 
Weniger einwandfrei sind die Versuche 143 bis 147 und 153, da in 


———_——__—_—__—_—_— — 
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Abb. 3 


diesen Versuchen 13 bis 22 Tage von der Thyrevidektomie bis zum 
Herzversuche verginy en, daher sie weder mit den kurzfristigen (2 bis 
9 Tage), noch aber mit den langtristigen (23 bis 57 Tage) streng ver- 
glichen werden kénnen. Immevhin ist ‘er die Zunahme des Zucker- 
verbrauchs eine so bedeutende, daB an dem Tatbestand des gewaltig 
gesteigerten Zuckerverbrauchs infolge der Vorbehandlung mit Thyroxin 
nicht gezweifelt werden kann. 


C. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Da die Werte, die man fiir den Zuckerverbrauch der iiberlebenden 
Herzen normaler Katzen erhalt: a) von den Herzen solcher normaler 
Tiere tiberschritten werden, die vorangehend mit Thyroxin behandelt 
wurden; b) hingegen nicht erreicht werden von solchen Herzen, die 
von schilddriisenlosen Tieren herriihren; da weiterhin c) auch die von 
schilddriisenlosen Tieren herriihrenden Herzen nahezu normale Werte 
aufweisen kénnen, wenn die betreffenden Tiere vorangehend mit 
Thyroxin behandelt wurden, liegt es nahe, zu schlieBen, daB das Schild- 
driiseninkret einen erheblichen EinfluB auf den Zuckerverbrauch der 
Herzen ausiibe, ja sogar, daB das Thyroxin das den Zuckerverbrauch des 
Herzens unmittelbar regulierende spezifische Hormon sei. 
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Nun ist aber bei derlei Schliissen weitgehende Vorsicht gebot 
denn wir kennen neben recht spezifischen Wirkungen des Schild 
driiseninkrets auch solche Wirkungen, die sich in verschiedenste 
Organen und Geweben in gleicher Weise aiuBern: ein Plus am Inkret 
fiihrt zu gesteigerter, der Mangel am Inkret aber zu herabgesetzte; 
Zellfunktion. Ist dem aber so, dann darf man das Thyroxin nicht olin 
weiteres als spezifisches Zuckerverbrauchshormon des Herzens }y 
zeichnen. Auch sonst sind die Ergebnisse meiner Versuche nicht olr 
weiteres zu deuten, sei es, daB es sich um eine Verringerung des Zucker 
verbrauchs eines Herzens handelt, das von einem schilddriisenlose 
Tiere herriihrt, sei es um die Kompensation dieses Ausfalles, wenn das 
schilddriisenlose Tier vorangehend Thyroxin erhielt. Denn es dar! 
nicht vergessen werden, daB man es in derlei Versuchen mit dem 
isolierten Herzen, nicht aber mit dem Herzen im lebenden Tiere 2» 
tun hat. Im letzteren Falle bedarf es keiner naheren Begriindung 
wenn gewisse Erscheinungen am Herzen anders verlaufen, je nachden 
irgend ein Organprodukt in den Kreislauf und auf diesem Wege auc! 
zum Herzen gelangt, oder aber iiberhaupt nicht erzeugt wird und dem 
zufolge auch dem Herzen abgeht. 

Anders am isolierten Herzen! Beziiglich des Herzens, das vom 
normalen Tiere herriihrt, lieBe sich annehmen, daB es von der Zeit 
her, da es noch im Tiere schlug, so viel Thyroxin fest verankert enthilt 
daB es auch nach seiner Isolierung stundenlang unter Einwirkung dieses 
Thyroxins die der Norm entsprechenden Zuckermengen verbraucht 
An verankertem Thyroxin fehlt es natiirlich, wenn es sich um das Herz 
eines schilddriisenlosen Tieres handelt. 

Es ist aber auch méglich, daB Thyroxin bloB allgemein auf di 
(anatomische oder chemische) Verfassung der zelligen Elemente (hier 
die Herzmuskelzellen) einwirkt, demzufolge ihre Leistungen, darunte: 
auch ihr Zuckerverbrauch, auf einer bestimmten Héhe erhalten werden 
und auch nach Isolierung des Herzens einige Stunden lang bleiben 
Hat man jedoch einem Tiere die Schilddriise entfernt, so ist die (ana 
tomische oder chemische) Verfassung seines Herzens keine norma\: 
es besteht eine gewisse Funktionsuntiichtigkeit auch beziiglich seine: 
Zuckerverbrauchs, die sich selbstverstandlich auch am_ isolierten 
Herzen kundgibt. 

Die Ergebnisse meiner Versuche 135 bis 141 bzw. 142 bis 155 
in denen normale bzw. schilddriisenlose Tiere vorangehend mit Thyrox' 
behandelt wurden, scheinen fiir die Richtigkeit der erstangefiihrte: 
Annahme zu sprechen. In der vorangehenden Mitteilung habe ic! 
naimlich darauf verwiesen und auch naher erklart, daB in weitaus de: 
meisten in unserem Institut an iiberlebenden Katzenherzen seit \: 
vember 1926 ausgefiihrten Zuckerverbrauchsversuchen in der zweite! 
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Versuchsperiode mehr Zucker als in der ersten verbraucht wird. Dieser 
tegel gehorchen die hier besprochenen Versuche 108 bis 123 und 124 
bis 134, waihrend in den Versuchen 135 bis 141 und 142 bis 153 um. 
gekehrt der Zuckerverbrauch in der ersten Periode gréBer ist als in 
der zweiten. Die abweichenden Versuche sind aber gerade diejenigen, in 
lenen das Tier vorangehend mit Thyroxin behandelt wurde. Die Annahme 
liegt auf der Hand, da’ in diesen Versuchen die héheren Werte der 
ersten Periode durch das Thyroxin bedingt werden, das sich in den 
Herzen der Tiere wahrend der Thyroxinbehandlung verankert hatte: 
ein Abfall im Zuckerverbrauch trat aber ein, als das Thyroxin durch 
die Durchstrémungsfliissigkeit mehr und mehr herausgewaschen wurde 
Hiermit ware ein direkter Beweis fiir den unmittelbaren EinfluB des 
Schilddriiseninkrets auf den Zuckerverbrauch erbracht, wenn dem 
nicht folgende Bedenken gegeniiberstinden. Wird nimlich das Thyroxin 
wirklich immer so locker an die Herzsubstanz verankert, daB es sich 
durch die Durchstrémungsfliissigkeit wihrend der ersten Versuchsstunde 
in so ansehnlicher Menge herausschwemmen laft, so miiBte sich dies 
auch an den Herzen bemerkbar machen, die von normalen, d. h. solchen 
Tieren herriihren, die sich im Besitz ihrer Schilddriisen gefunden hatten 
und miiBte ihr Zuckerverbrauch in der ersten Periode gréBer sein als in 
der zweiten. Dies war aber in meinen mehrfach erwahnten Versuchen 94 
bis 107 durchaus nicht der Fall. 


Wie ersichtlich, 14Bt sich also kein vollgiiltiger Beweis dafiir er- 
bringen, daB der Zuckerverbrauch des Herzens durch das Schilddriisen- 
inkret unmittelbar beeinfluBt wird, auBer man wollte, um die Theorie 
zu retten, annehmen, daB sich das von der Schilddriise erzeugte und 
im Tierkérper zirkulierende Inkret anders verhalt, namentlich aber 
am Herzen fester verankert wird, als das von auben kiinstlich in den 
Organismus eingebrachte. 


Endlich wiire noch folgender Umstand zu bemerken. Aus Abb. | 
geht die bereits von Aszddi hervorgehobene und auch in dieser Mitteilung 
besprochene Tatsache hervor, da®8 kleinere Herzen normaler Tiere 
verhaltnismaBig weit mehr Zucker als gréBere verbrauchen, gleichzeitig 
aber auch, daB hiervon an den Herzen schilddriisenloser Tiere nichts 
zu sehen ist; aus Abb. 3 aber, daB diese .,.Regulation’’ auch an den 
Herzen schilddriisenloser Tiere in exquisiter Weise zutage tritt, wenn 
die betreffenden schilddriisenlosen Tiere vorangehend mit Thyroxin 
behandelt wurden. 


Es hat also den Anschein, daB die genannte Regulation von der 
Anwesenheit des Schilddriisenhormons abhangt, ob es nun vorhanden 
ist, weil das Herz einem normalen Tiere entnommen ward, oder aber 
weil das Hormon dem Tiere von auBen eingebracht wurde 
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So ansprechend diese Annahme auch klingt, ist es meines —; 


achtens auf Grund meiner nicht allzu zahlreichen Versuche jie}; 


méglich, zu der aufgeworfenen Frage endgiiltig Stellung zu nehme 
Ein Blick auf Abb. 1 oder 3 zeigt, daB der nach GréBe der Herzen geord vt, 


Zuckerverbrauch der Herzen schilddriisenloser Tiere weit davon entfer: 


ist, eine auch nur annaihernde Gerade zu bilden. Im Gegentei! 
weist stellenweise ganz auSerordentlich groBe Schwankungen auf, . 
daB es nachgerade unméglich ist, die Tendenz einer etwaigen syst: 
matischen Anderung zu erkennen. 

Kurz zusammengefaBt, lauten die Schliisse, die aus den besprochene: 
Versuchen gezogen werden kénnen, wie folgt: 

1. Der Zuckerverbrauch der iiberlebenden Herzen solcher Katz) 


denen die Schilddriise entfernt war, ist erheblich geringer als der dey 


Herzen normaler Tiere. 


2. Und zwar ist der Abjfall ein um so gréferer, je rascher nach « 


folgter Schiddriisenexstirpation der Herzversuch ausgefiihrt wurde. FP: 


scheint daher, daf fiir das fehlende Schilddriisenhormon im Laufe di 
Zeit Ersatz geschaffen werden kann. oder die geschddigte Herzmuske! 
substanz sich wieder erholt. 


3. Die Herzen solcher normaler Katzen, die vorangehend mit Thyroxin 


hehandelt wurden, verbrauchen mehr Zucker als die Herzen nicht vor 
behandelter Tiere. 


4. Die Herzen schilddriisenloser Katzen, die vorangehend mit Thyroxin 


hehandelt wurden, verbrauchen weit mehr Zucker als die Herzen voran 
gehend nicht behandelter schilddriisenloser Tiere: ja ungefaihr ebensoviv 
oder gar mehr als die Herzen normaler Tiere. 


5. Es lat sich nicht entscheiden, ob das Schilddriiseninkret (Thyroxin ) 


am Zuckerverbrauch der Herzen unmittelbar beteiligt ist, oder aber nur 
indem es auf die Verfassung der zuckerverbrauchenden zelligen Element 
(Herzmuskelzellen) allgemeine Wirkungen ausiibt. 


Versuchsprotokolle. 


Uber die GréBe der Schilddriise (Sch), iiber das Verhalten der Tier 


nach erfolgter Thyreoidektomie (Thy E) und iiber die Thyroxinbehandlinz 


gibt nachfolgende Zusammenstellung AufschluB, wobei zu bemerken ist 
daB, soweit iiber Gewichtsverlust (GV), Temperaturveriinderung (KT 
Erscheinungen von Tetanie nichts angemerkt ist, jene Erscheinungen nic!’ 
zu beobachten waren. 


108. Sch. 0,734 2; Herzversuch 9 Tage nach Thy EZ; normale KT; einma! 


leichtes Zittern. 
109. Sch 0,220¢; Herzversuch 5 Tage nach Thy E£. 


110. Sch 0,548 g. Bei der Bestimmung der K7' stets sehr erregt. In dn 
letzten 3 Tagen vor der Herzentnahme KT 40°C. Bei der Herz 


entnahme keine Eiterung zu finden. Herzversuch 8 Tage nach Thy EL. 
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Sch 0,287 g; GV in 8 Tagen 360 ¢; 3 Tage hindurch leichtes Zittern: 
Herzversuch 8 Tage nach Thy E. 

Gravid; Sch 0,206g; 4 Tage lang leichtes Zittern; GV in 7 Tagen 
370g; Herzversuch 7 Tage nach Thy E. 

Sch. 0,342 g; Herzversuch 2 Tage nach Thy E. 


. Sch 0,215 g¢; Herzversuche 2 Tage nach Thy E. 
5. Sch 0,250 ¢; Herzversuche 2 Tage nach Thy EZ. 
3. Gravid; Sch 0,230g; GV in 7 Tagen 250g; Herzversuch 7 Tage 


nach Thy E. 

Sch 0,210 g; Wundeiterung an den beiden letzten Tagen vor der 
Herzentnahme; AT 39°C; GV 770g in 9Tagen; Herzversuch 
9 Tage nach Thy E. 

Sch 0,260 ¢; GV in 9 Tagen 650g; Herzversuch 9 Tage nach Thy F. 
Sch 0,317 g; GV 350 g in 5 Tagen; einmaliges kurzdauerndes Zittern; 
Herzversuch 5 Tage nach Thy E£. 

Sch 0,328 g; Herzversuch 3 Tage nach Thy £; 230g GV; vor dem 
Herzversuch starker Tetanieanfall. 

Sch 0,365 g; GV 380g in 7 Tagen; Herzversuch 7 Tage nach Thy E. 
Sch 01532; KT 39°C; Herzversuch 3 Tage nach Thy E. 

Sch 0,197 g; GV 380g in 8 Tagen; Herzversuch 8 Tage nach Thy E. 
Sch 0,210 g; KT binnen 6 Wochen von 38,5° auf 37,3°C abgefallen; 


nach Thy E auffallend indolent geworden; Herzversuch 43 Tage 
nach Thy E. 


5. Sch 0,312 ¢; AT binnen 6 Wochen von 38,2 auf 37,5°C abgefallen; 


Herzversuch 39 Tage nach Thy EZ. 

Sch 0,244¢; KT binnen 6 Wochen von 38,0 auf 37,2°C abgefallen: 
GV 450g; unmittelbar nach Thy E ein Anfall von Tetanie; Herz- 
versuch 41 Tage nach Thy £. 


7. Sch 0,264 ¢; KT binnen 6 Wochen von 38,2 auf 37,6°C abgefallen: 


Herzversuch 46 Tage nach Thy EB. 

Sch 0,204g¢; GV 190g; Herzversuch 23 Tage nach Thy E. 

Gravid; Sch 0,167¢; KT binnen 7 Wochen von 38,0 auf 36,4°C 
abgefallen; 12 Tage vor dem Herzversuch entbunden; Herzversuch 
52 Tage nach Thy E£. , 
Kastriert; Sch 0,820g¢; KT binnen 7 Wochen von 38,2 auf 37,0°C 
abgefallen; starker Haarausfall; Herzversuch 49 Tage nach Thy E£. 


. Sch 0,392 ¢; GV 140g: Wundeiterung; AT 40,5°; Herzversuch 


42 Tage nach Thy E. 

Sch 0,710 ¢; GV 310g; wegen Incontinentia alvi: KATZ nicht be- 
stimmt; auffallend haufig in kataleptischem Zustande; Herzversuch 
44 Tage nach Thy E£. 

Sch 0,482 ¢; G-Zunahme 190g; beide Wangen myxoedematés ge- 
schwollen; Herzversuch 53 Tage nach Thy E. 

Sch 0,369 ¢; G-Zunahme 590 ¢; KT binnen 7 Wochen von 38,0 auf 
37,0° C abgefallen; beide Wangen gedunsen (?); Herzversuch 59 Tage 
nach Thy E£. 


5. Wahrend 9 Tage zusammen 8,8 mg synth. Thyroxin-Natr. erhalten; 


GV 740¢. 
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136. Wahrend 7 Tage zusammen 11,2 mg synth. Thyroxin-Natr. erhal: 
Zittern; schrickt oft auf; nimmt an den 3 letzten Tagen kein F 
an; KT 38 bis 40°C; GV 320g. 

137. Wahrend 9 Tage zusammen 14,4 mg synth. Thyroxin-Natr. erhalt, 
am sechsten Tage der Behandlung Diarrhée; scheu; fahrt oft 
sammen; AT 38 bis 40°C; GV 3l0g. 

138. Kastriertes Mannchen; wahrend 9 Tage zusammen 14,4 mg synt! 
Thyroxin-Natr. erhalten; GV 740g. 

139. Wahrend 9Tage zusammen 14,4mg synth. Thyroxin-Natr. 
halten; KT bis 39,4°C; liegt meistens; Befinden sichtlich schlec}) 
GV 760g. 

140. Wahrend 12 Tage 13 mg natiirliches Thyroxin erhalten; KT ayc' 
bis 37,5°C abfallend; GV 590¢. 

141. Wahrend 15 Tage 23 mg natiirliches Thyroxin erhalten; auffall« 
scheu; schrickt leicht zusammen; AT bis 39,4°C; GV 640¢. 
142. Sch 0,178g; GV nach Thy E 100g; innerhalb 8 Tage 13,6 my. 
natiirliches Thyroxin erhalten; GV weitere 260g; Herzversic| 

10 Tage nach Thy E. 

143. Sch 0,283 ¢; GV nach Thy EZ 160g; innerhalb 14 Tage 24,0 my 
natiirliches Thyroxin erhalten; weiterer GV 350g; Herzversuc] 
18 Tage nach Thy EL. 

144. Sch 0,3372; GV nach Thy E 130g; innerhalb 11 Tage 19,2 my 
natiirliches Thyroxin erhalten; weiterer GV 670g; in den letzte: 
Tagen Diarrhée; Herzversuch 19 Tage nach Thy E. 

145. Sch 0,230g; innerhalb 17 Tage 33,6mg natiirliches Thyroxin er 
halten; GV 680 ¢; AbszeBbildung an der linken hinteren Extremitit. 
die nach Eréffnung glatt heilt; Herzversuch 22 Tage nach Thy E 

146. Sch 0,144¢; innerhalb 13 Tage 28,0mg Thyroxin erhalten; GJ 
230g; AbszeBbildung an der linken hinteren Extremitat, die nac! 
Eréffnung glatt heilt; Herzversuch 21 Tage nach Thy EB. 

147. Sch 247g; innerhalb 14 Tage 28,0 mg Thyroxin. synth. erhalten: 
GV 375g; KT zeitweilig bis 39°; am letzten Tage vor der Herz 
entnahme auffallend scheu; Herzversuch 17 Tage nach Thy E. 

148. Sch 0,152g¢; GV nach Thy E 290g; innerhalb 7Tage 14,0 mg 
Thyroxinum syntheticum erhalten; weiterer GV 470g; verweigert 
Nahrungsaufnahme an den letzten 2 Tagen; Herzversuch 10 Tag 
nach Thy E. 

149. Sch 0,326g¢; GV nach Thy E 70g; innerhalb 3 Tage 10,0 mg Thy: 
oxinum syntheticum erhalten; weiterer GV 400g; Herzversuc! 
4Tage nach Thy E. 

150. Sch 0,952 g¢; GV nach Thy E 50g; innerhalb 3 Tage 9,0mg Thy: 
oxinum syntheticum erhalten; weiterer GV 240g; Herzversuc! 
5 Tage nach Thy E. 

151. Sch 0,487 g; GV nach Thy E 100g; innerhalb 5 Tage 15,0 mg Thy 


153. 
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oxinum syntheticum erhalten; weiterer GV 190g; AT bis 39,2°( 
Herzversuch 8 Tage nach Thy E. 


2. Sch 0,186 ¢; GV nach Thy £ 130g; innerhalb 6 Tage 18,0 mg Thy: 


oxinum syntheticum erhalten; weiterer GV 200g; am sechsten Tay 
Diarrhée; Herzversuch 8 Tage nach Thy E£. 

Sch 0,332¢;: GV nach Thy 70g; innerhalb 11 Tage 28,0 me 
Thyroxin. synth. erhalten; weiterer GV 400g; Herzversuch 13 Taw 
nach Thy E. 
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Uber Suifatase. X. 


Von 
Fritz Weinmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 1. Oktober 1928.) 


Fiir die Sulfatase ist nach strukturchemischer Richtung hin ein 


spezifische Wirkung nachgewiesen'. Die ester-schwefelsauren Salze 


aromatischer Hydroxyl-verbindungen (aus der Benzol-, Naphthalin 

Indol- und Chinolin-reihe) werden von dem Ferment zerlegt, die ester 
schwefelsauren Salze von aliphatischen und _ hydro- aromatischen 
Alkoholen gar nicht oder kaum angegriffen. Auch das ester-schwefel- 
saure Salz des Allyl-senfél-glucosids (Kalium-myronat)? widersteht der 
Wirkung der Pilz-sulfatase, waihrend es merkwiirdigerweise durch ein 
in tierischen Geweben vorhandenes Ferment unter Abgabe von 
Schwefejsiure gespalten wird. 

Es war zu untersuchen, ob sich auch eine stereochemische Spezifitit 
fiir die Sulfatase nachweisen laBt. Zu diesem Zwecke war es erforderlich 
den Schwefelsiure-ester eines racemischen Phenols darzustellen. Als 
solches wahlte ich das m-Methyl-cyclo-hexyl-phenol 

CHy 
J 


S—< DOH. 

J.v. Braun in Frankfurt a. M. hat diesen Kérper gewonnen und 
seine Konstitution bewiesen. Fiir die giitige Empfehlung und Uber- 
lassung der Darstellungsvorschrift* bin ich Herrn Prof. v. Braun zu 
groBem Danke verpflichtet?. 


1 Siehe bei C. Newberg und J. Wagner, ,,Sulfatase** im Handb. « 
biol. Arbeitsmeth., Abt. IV, Teil 1, S. 583, 1927. 

® Dieselben, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 56, 334, 1927. 

8 Von einer Wiedergabe der Vorschrift nehme ich Abstand, da J. v. Brau’ 
seine Versuche in allernichster Zeit in Liebigs Ann. veréffentlichen wird 
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Das racemische m-Methyl-cyclo-hexyl-phenol konnte ich in ge- 
wohnter Weise in den sauren Schwefelsiure-ester iiberfiihren. Das 
Kaliumsalz der m-Methyl-cyclo-hexyl-phenol-schwefelsdure wird durch 
Sulfatase gespalten, und zwar praktisch zu 100°. Hieraus ergibt sich 
bereits, daB beide enantiomorphen Ester hydrolysierbar sein miissen 
die alicylische Seitenkette also nicht die enzymatische Reaktion unter 
bindet. Aber selbst bei Unterbrechung der fermentativen Hydrolyse 
auf der Hohe einer 50- oder 30°, igen Spaltung vermochte ich weder 
an dem in Freiheit gesetzten m-Methyl-cyclo-hexyl-phenol noch an dem 
unzerlegt gebliebenen Anteil seines ester-schwefelsauren Salzes optische 
Aktivitaét zu konstatieren. Damit ist nicht bewiesen, dab die Sulfatase 
nur Symmetrisch zu wirken vermag; denn nach Auskunft v. Brauns be- 
sitzt das aktive m-Methyl-cyclo-hexyl-phenol das spezifische Drehungs- 
vermégen [a]p = 6,97°. Wenn nun der Geschwindigkeitsunterschied 
fiir die sulfatatische Spaltung der beiden Antipoden des ester-schwefel. 
sauren Salzes klein ist, sind fiir die zur Untersuchung gelangenden 
Anteile nur geringe optische Aktivitaten zu erwarten, die unter den 
gewahlten Bedingungen mdéglicherweise nicht erfaBbar sein konnten 

Nach vergleichenden Aufarbeitungsversuchen ist auBerdem an- 
zunehmen, dai die enzymatische Spaltung des m-Methyl-cyclo- 
hexyl-phenol-ester-schwefelsauren Kaliums durch Taka-sulfatase mit 
sekundiren Verinderungen des nascierenden m-Methyl-cyclo-hexyl 
phenols verbunden ist. 


m-Methyl-cyclo-hexyl-phenol-ester-schwefelsaures Kalium, 
C Hs 
/ = "i F ———— © i 

< - SO. 805K. 


Zur Sulfurylierung von 25 g m-Methyl-cyclo-hexyl-phenol wurden 
12 cem frisch destillierter Chlorsulfonsiure (etwa 30° iger UberschuB) 
unter Riihren in eine eisgekiihlte Mischung von 40 ccm trockenem 
Pyridin und 80 ccm trockenem Chloroform eingetropft, dann wurde 
das von mir bereitete Phenol (ein reines Praparat, das entsprechend 
den Angaben v. Brauns bei 67 bis 68° schmolz), in 30 cem Chloro- 
form gelést, tropfenweise und unter Riihren hinzugegeben. Nach 
Beendigung der Hauptreaktion wurde unter Erwirmung auf 40° 
weiter geriihrt, bis klare Lésung eingetreten war. Das Chloroform 
wurde dann in vacuo weggedampft und der Riickstand unter Kiihlung 
mit KOH ziemlich stark alkalisch gemacht, bis die gelbe Farbe 
eines in geringer Menge mitentstandenen Farbstoffs in Rotviolett um 
geschlagen war. Dabei kristallisierte das ester-schwefelsaure Salz zum 
gréBten Teil in glinzenden Blaittern aus. Den Rest gewann man nach 
Entfernung des Pyridins im Verdunstungsapparat und Waschen mit 
kaltem Wasser. Ausbeute: angendbert quantitativ 





216 F. Weinmann : 


Beim Umkristallisieren aus Wasser bildet die Substanz mit 7) 
nehmender Reinheit haufig lange, sehr feine Nadeln, die so verfilzt 
sind, daB die Masse gallertartig erscheint und schwer filtrierbar ist 
Man kristallisiert deshalb bequemer aus Alkohol um. 


Zur Analyse wurde das Salz zweimal umkristallisiert und 
Vakuum-Exsikkator iiber Phosphorsiureanhydrid und Natronkalk 
getrocknet. 


0,2519 g Substanz ergaben 0.4654 g CO, und 0,1310g H,0O, 


0,3009 g - » 02318 g¢ BaSO,, 
05156g ,, . 01411 g K,SO,. 
Cy, H,,0,SK 
(308,3). 


Ber.: C = 50,60°,, H 556%, S 10,40°,, K 12,68 ©; 
gef.: C= 50,39%, H = 5,82%, S 10,58°., K 12,28 %,. 


Das Salz ist in Wasser bei Zimmertemperatur zu 1°, léslich 
Die Lésung der wirklich reinen Verbindung ist wochenlang haltbar 
durch Sauren wird sie in der Warme rasch verseift, wobei sich m-Methyl. 
cyclo-hexyl-phenol zuriickbildet ; auch das feste Salz zersetzte sich nach 
einigen Monaten teilweise. 


Spaltung mit Suljfatase. 


In den Spaltungs-Ansitzen lag das Salz in '°,iger Lésung, div 
Taka-sulfatase zumeist in '/,°.iger Lésung vor. Ferner war reichlich 
Toluol beigegeben. Damit eine etwaige unspezifische Zersetzung durch 
das im Verlauf des fermentativen Prozesses entstehende Kalium- 


bisulfat vermieden wurde — nach Kontrollversuchen war sie bei der 
geringen Saurekonzentration innerhalb der Versuchsdauer iibrigens 
minimal —, wurde auBerdem prazipitiertes Calciumearbonat zugefiigt 


Zur Ermittlung des Spaltungsgrades wurden je 50 ccm entnommen 
mit 50 com Wasser und 20 ccm Salkowskischer Barytmischung versetzt 
In dieser Verdiinnung wird das Barium-salz der Ester-schwefelsiur 
nicht niedergeschlagen. Nach dem Abfiltrieren vom Bariumsulfat 
dem Fermentbestandteile beigemengt sind, wurden 100 cem der klaren 
Fliissigkeit mit Salzsiure hydrolysiert; das entstandene Bariumsulfat 
wurde nach griindlichem Auswaschen eines mitgefallenen, in heibem 
Wasser léslichen Stoffes gegliiht und zur Wagung gebracht. 


In der mit Salzsiure behandelten Endlésung ware, falls keine 
enzymatische Spaltung eingetreten und das in Freiheit gesetzt: 
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Quantum von Sulfat-Ionen nicht durch CaCO, sowie Ba(OH), ent- 
fernt worden ware, eine Menge ester-schwefelsauren Salzes zugegen, die 
50. 100. 233.5 hee 

0.1578 ¢ BaS 
260. 120. 308,31 ‘ 


iquivalent ist. 


Bei Gegenwart von 0.5”, Taka-sulfatase in der Léosung war der 
Verlauf der Hydrolyse nachstehender: 





Ungespalten waren Gespalten waren 
Nach 24 Std. 0,1002g BaSO,...... 63,5 36.5 
. 48 , 0,0860¢ - — — 54.5 45.5 
71 . OO7lg , 49.5 50,5 


Bei Gegenwart von 2%, Taka-sulfatase nahm die Hydrolyse 


folgenden Gang: 


Nach 6 Std. 0,0449 ¢ Bas 0, — A 27.9 72.1 
19 . 0,0265¢ - - ‘ 16.8 83,2 
1146 . O0104¢ , ee 6.6 93.4 


Die Ansatze wurden bei verschiedenen Spaltungsgraden auf 
den phenolischen Paarling hin aufgearbeitet. Das Auftreten von optisch 
aktivem m-Methyl-cyclo-hexyl-phenol konnte nicht erwiesen werden. 


Beispiel fiir die Aufarbeitung. 


Das Fliissigkeitsgemisch des Ansatzes (10g Substanz und 5g 
Taka-sulfatase in 2 Liter Wasser) wurde nach rund 50° iger Spaltung 
mit Benzol erschépfend ausgeschiittelt. Die Benzolschicht wurde 
iiber Na, SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum verdampft 
Erhalten wurden nur 0,65 g = 21°,, der Theorie an dem Phenol. 

Auch bei anderen Ansitzen und Verwendung anderer Extraktions- 
mittel ergaben sich keine besseren Ausbeuten. 

In 5,0 cem Benzol gelist, zeigte die schmelzpunktsreine Substanz 
im 2-dm-Rohr keine Drehung. 

Der mit Benzol extrahiert gewesene wasserige Anteil wurde ein- 
geengt, mit Salzsiure hydrolysiert und erschépfend mit Benzol aus- 
gezogen. Diese Benzolschicht wurde zur Entfernung stark farbender 
Beimengungen mit sehr verdiinnter Sodalisung gewaschen, mit 
Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und mit Tierkoble vollig entfarbt. 
Erhalten wurden 1,9 g == 61°, der Theorie an m-Methyl-cyclo-hexyl- 
phenol, das richtigen Schmelzpunkt aufwies. Die gesamte Menge 
wurde in 10,0 com Benzol aufgenommen. Im 2-dm-Rohr war ebenfalls 
keine Drehung wahrzunehmen. 
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Vergleichsversuche. 


1. 15g reines m-methyl-cyclo-hexyl-phenol-ester-schwefelsaures 
Kalium und 1,5g Taka-sulfatase wurden in 600 ccm Wasser gelist 
mit 1g m-Methyl-cyolo-hexyl-phenol und 6cem Toluol innig dure}; 
geschiittelt und dann sofort in derselben Weise aufgearbeitet wie obiger 
Ansatz, dessen Bestandteile und Mengenverhaltnisse theoretisch et wa 
gleich sein muBten. Hier gelang ohne Schwierigkeiten die quanti 
tative Isolierung des Phenols. 

2. 3g reines m-Methyl-cyclo-hexyl-phenol und 10 cem_ Tolu 
wurden mit einer Lésung von 2,5 g Taka-sulfatase in 1 Liter Wasse: 
unter vielfachem Umschiitteln 9 Tage bei 37° aufbewahrt. Auch hier 
lieB sich reines Ausgangsmaterial quantitativ mittels Benzol isolieren 


Nachschrift bei der Korrektur: Inzwischen hat Herr Claud 
Fromageot im hiesigen Institut ein anderes para-substituiertes Pheno| 
das p-sek. Butylphenol, in optisch aktiver Form durch enzymatisch: 
Spaltung seines racemischen ester -schwefelsauren Kaliumsalzes er 
halten und dadurch die stereochemische Spezifitat der Sulfatase be 
wiesen. 
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Ultramikromethode zur Bestimmung des Quecksilbers. 


Von 
J. Bodnar und Edmund Szép. 


Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitét in Debrecen.) 


(Eingegangen am 13. November 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


GroBes Aufsehen erregten jene Untersuchungen von Alfred Stock’, 
in denen er darauf hinwies, daB schon sehr kleine Mengen metallischen 
Quecksilbers, und zwar Bruchteile von Milligrammen, die mit der 
eingeatmeten Luft in den Organismus gelangen, eine Quecksilber- 
vergiftung verursachen kénnen. Die Symptome der Vergiftung. welche 
kleine Mengen Metallquecksilber hervorrufen, sind bei weitem nicht 
so charakteristisch, daB man daraus sofort auf dieselbe schlieBen kénnte. 
Solche Symptome sind: Ermattung, Kopfschmerzen, nervise Er- 
scheinungen, Verminderung der Arbeitslust und Schmerzen in den 
Muskein. Stock beobachtete zuerst an sich selbst derartige Symptome 
und erst nach langerer Becbachtung kam er daravf, daB die andauernde 
Einatmung geringe Mengen Quecksilberdimpfe enthaltender Labora- 
toriumsluft diese Erscheinungen hervorruft. 

Stocks Fall blieb nicht isoliert, denn nach ihm gaben mehrere 
mit Quecksilber arbeitende Zahnirzte, Chemiker und Physiker Bericht 
iiber 4hnliche Symptome und es gelang, im Harn und Speichel solcher 
Personen in jedem Falle Quecksilber nachzuweisen. Bei stets mit 
Quecksilber arbeitenden Personen (hauptsachlich Zahnirzten und 
deren Hilfspersonal) fand man im Urin und Speichel Quecksilber, 
ohne daB sich die erwahnten Symptome charakteristisch gezeigt hatten. 
In diesen Fallen kann vorausgesetzt werden, daB in den Organismus 
der untersuchten Personen noch nicht so viel Quecksilber gelangte, 
welches zum Hervorrufen der Vergiftungssymptome nétig ist; hier 
spielen gewiB die individuellen Unterschiede auch eine grobe Rolle 


' 4. Stock, Zeitschr. f. angew. Chem. 89, 461, 790, 984, 1926; 41. 
663, 1928. 
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Nach Stock kann auch schon eine solche durch liangere Zeit «jy 
geatmete Luft Quecksilbervergiftung verursachen, welche pro Kubik 
meter 2y (1 y= 0,001 mg) Quecksilber enthalt. Nach Fiihner' is: 
die gefaihrliche Quecksilbermenge viel gréBer, und zwar 100y pr 
Kubikmeter Luft. Der eine von den Verfassern? dieser Mitteilunyg 
bestimmte in der Luft von fiinf chemischen Laboratorien das Queck 
silber und fand pro Kubikmeter 2,5, 10,6, 20,8, 29,0, 48.0 y, also sehr 
bedeutende Qecksilbermengen. Borinski fand in der Luft von Zahn 
kliniken pro Kubikmeter 3.3 bis 350 y Quecksilber. 

Nicht nur in den Kreisen der Fachmanner, sondern auch in de: 
der Laien, hat jene Feststellung Stocks ein groBes Interesse hervor 
gerufen, daB auch die Amalgamzahnfiillungen — nachdem aus den 
selben Quecksilber verdunstet — Quecksilbervergiftung verursachen 
kénnen. Unter Beriicksichtigung der groBen Tragweite dieser Frage 
begannen bald in weiteren Kreisen solche Untersuchungen, welch 
sich bei Personen mit Amalgamzahnfiillungen Quecksilber im Harn 
Speichel und Kot nachzuweisen und quantitativ zu bestimmen bemiihten 

Fleischmann® fand im Harn von 37 Personen mit Zahnfiillungen 0,) 
bis 4y Quecksilber pro Liter. Bei diesen Personen kamen Kupfer- und 
Edelmetall-Amalgamfiillungen zusammen vor. Unter 14 Personen mit 
Edelmetall-Amalgamfiillungen gelang es nur bei einer, Quecksilber nach 
zuweisen. Nach Dieck geben die Silberamalgamfiillungen nur im Anfang 
solange sie noch frisch sind, Quecksilber ab; demgegeniiber findet Borinsh 
bei 25 Schulkindern mit Edelmetall-Amalgamzahnfiillungen in jedem 
Falle Quecksilber im Harn. 

In ahnlicher Richtung hat auch einer von den Verfassern* dieser 
Mitteilung Untersuchungen mit folgenden Resultaten angestellt 
zwei Kupferamalgame gaben in einem Luftstrom von 37° sehr be 
deutende Quecksilbermengen ab (880 y, 380 y) ; von zwei Silberamalgamen 
gab das eine nicht meBbare Spuren, hingegen das andere 150 y Qeck- 
silber ab; es gelang, im Speichel von Personen mit Amalgamzahn 
fillungen 0,8, 1,2, 1,5, 2,6 y Quecksilber nachzuweisen; menschlicher 
Speichel léste bei 37° von Kupferamalgamen eine bedeutende Menge 
Quecksilber (1250 y, 670 y) aus. 

Aus dem Gesagten geht hervor, daB zum Studium der von Sfoci 
aufgeworfenen Fragen ein solches quecksilberbestimmendes Verfahren 
nétig ist, mit welchem sehr kleine Quecksilbermengen (weniger als | » 
mit dem Zwecke entsprechender Genauigkeit,und dabei schnell und 


1 H. Fiihner, Klin. Wochenschr. 6, 1545, 1927. 

2 J. Bodnér, Uber die neueren Quellen der Quecksilbervergiftunge: 
Vortrag, gehalten auf ,,Congressus V. internationalis medicorum pro art 
ficibus calamitate afflictis aegrotisque**, Budapest, 2. bis 8. September 192s 

3 P. Fleischmann, Deutsch. Med. Wochenschr. 54, 304, 1928. 

' J. Bodnar, |. c. 
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einfach bestimmt werden kénnen. Zu diesem Zwecke ist eine solche 
Methode, mit welcher das Quecksilber im Metallzustande oder in 
Form irgend einer Verbindung gravimetrisch bestimmt wird, nicht 
geniigend empfindlich, da die allgemein gebrauchte empfindlichste 
Mikrowaage héchstens eine Menge von 10 y zu messen vermag. In 
erster Linie kann man hier an ein solches kolorimetrisches Verfahren 
denken, welches auf einer tiberaus empfindlichen Quecksilberfarbenreak- 
tion beruht. Eine solche empfindliche Farbenreaktion des Quecksilbers 
ist die Cazeneuve sche Reaktion, nach welcher auch schon eine sehr kleine 
Menge Quecksilbersalz enthaltende Lésung mit Diphenylearbazid eine 
veilchenblaue Farbung ergibt. Diese Reaktion hat zuerst Méniére', 
dann jiingstens Stock und Pohland* zur Bestimmung kleiner Queck- 
silbermengen angewendet. 


Nach den neuesten Untersuchungen von Stock und Zimmermann® 
geschieht die Bestimmung nach folgender Art. 


Aus der das Quecksilber in Form von Mercurichlorid enthaltenden 
Untersuchungslésung wird durch Luft- oder Kohlenséurestrom das nach 
ler Zerstérung zuriickgebliebene Chlorgas ausgetrieben, die Lésung in 
eine Glasrédhre von lem Durchmesser gegossen, bis zur Sattigung mit 
Ammonoxalat versetzt und zur Ausscheidung des Quecksilbers ein aus 
rinem Elektrolytkupfer verfertigter Kupferdraht (0.3mm dick, 6 cm 
lang und einmal gebogen) in die Lésung gebracht. Nachher wird die aus- 
gvezogene Glasréhre evakuiert, abgeschmolzen und 24 Stunden lang in 
einem Wasserbad von 50 bis 60° aufbewahrt; wenn die Lésung weniger 
als 1 y Quecksilber enthalt, l48t man die Glasréhre 36 Stunden lang im 
Wasserbad stehen. Der nach der Offnung der Réhre herausgenommene 
Kupferdraht wird durch viermaliges, je 5 Minuten dauerndes Eintauchen 
im Wasser abgewaschen und bei Zimmertemperatur tiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet. Das auf dem Kupferdraht abgeschiedene Quecksilber wird ab- 
destilliert (die Einzelheiten der Destillation siehe in der Originalmitteilung), 
wenn das in der Destillationsréhre abgeschiedene Quecksilber mit der 
Lupe bemerkbar ist, so geniigt es zur kolorimetrischen Bestimmung. Zu 
liesem Zwecke wird das Quecksilber in 0,25 cem Chlorwasser gelést, das 
iiberschiissige Chlor mit Luftstrom ausgetrieben (die Austreibung des 
Chlors nimmt 2 bis 3 Stunden in Anspruch) und zu der chlorfreien Lésung 
ein Tropfen kalt gesatt igte Carbamidlésung zugesetzt ; die in das Duboscgsche 
Mikrokolorimeter gegossene Lésung wird auf 0,5ccm erginzt, mit 
einem Tropfen Diphenylearbazonlésung versetzt und mit einer auf ahnliche 
Weise vorbereiteten und eine bekannte Quecksilbermenge (0,1 oder 0,5 y) 
enthaltenden Lésung bei gelber Beleuchtung verglichen. Es ist sehr wichtig, 
daB die kolorimetrische Messung schnell vor sich geht, da die ent- 
standene blaue Farbung nicht bestandig ist. Mit diesem Verfahren ist nach 
Stock die kleinste bestimmbare Quecksilbermenge 0,04 y. Die Intensitat 
der Blaufarbung wird auBer vom Sonnenlicht auch schon durch eine sehr 


' P, Méniére, C. r. 146, 754, 1908. 
* 4. Stock und E. Pohland, Zeitschr. f. angew. Chem. 89, 791, 1926. 
3 4. Stock und W. Zimmermann, ebendaselbst 41, 546, 1928. 
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kleine Menge Séure oder Lauge, sogar auch durch die Anwesenheit neut: 
Salze beeinfluBt. So verschwindet z. B. bei Hinzugabe von 0,1 y Salzsiiun 
oder Natronlauge die Farbung bald. Die Verwendung des Carbamids 
zur Bindung der bei der Reaktion zwischen Quecksilbersalz und Dipheny! 
carbazon entstandenen Saure. 

Laut dem Gesagten kann festgestellt werden, daB bei der Sfoc} 
schen Methode schon eine kleine Abweichung von den angegebene: 
Bedingungen die Ursache eines gréBeren Fehlers sein kann, und daly 
ist die Ausfiihrung der Methode genug umstindlich. Diese Nachteil 
der Methode fiihlte auch Stock selbst, als er mit anderen Verfahren 
die Bestimmung kleiner Mengen Quecksilber versuchte. So z. B 
probierte er, das destillierte Quecksilber durch Zentrifugieren zu einen 
Tropfen zu vereinigen oder durch die kolorimetrische Bestimmung 
des aus dem Mercurijodid abgespaltenen Jods den Zweck zu erreichen 
jedoch fiihrten diese Verfahren nicht zu dem gewiinschten Resultat 


Nach laingerem Versuche gelang es uns, eine sehr einfache, gs 
naue und schnelle, direkte Methode zur Bestimmung kleiner Queck 
silbermengen auszuarbeiten, mit welcher noch 0,04 Quecksilber 
gut bestimmbar ist. Das Wesen unserer Methode besteht darin, dat 
wir das abdestilllierte Quecksilber durch Zentrifugieren zu einem 
Tropfen vereinigen und unter dem Mikroskop den Durchmesser des 
Quecksilbertropfens messen, aus welchem das Gewicht des Queck 
silbertropfens leicht ausgerechnet werden kann. Nach ahnlichem 
Prinzip versuchte auch Raaschou' die Bestimmung kleiner Queck 
silbermengen ; jedoch die vom Verfasser mitgeteilten Daten beweisen, dali 
sich zwischen den abgemessenen und gefundenen Quecksilbermengen 
unter denen die kleinste bestimmte Quecksilbermenge 23 y war 
Abgemessenes Hg: 180, 100, 80, 40 
Gefundenes Hg: 160, 74, 60, 23 y 
demzufolge ist die Raaschousche Methode zur Bestimmung kleiner 
Quecksilbermengen bei weitem nicht geeignet. Lomholt und Christi- 
ansen® sagen iiber die Raaschousche quecksilberbestimmende Methode 
das folgende: ,,Raaschous Methode ist unserer Erfahrung nach zu 
subtil‘, um allgemein angewandt werden zu kénnen. Bei der end- 
giiltigen mikrometrischen Bestimmung des Quecksilbers durch Messung 
unter dem Mikroskop sté8t man haufig auf uniiberwindliche und ver- 
hangnisvolle Schwierigkeiten bei der Sammlung des gesamten Queck- 
silbers in eine einzelne oder auch nur in wenige Kugeln.* 


sehr groBe Unterschiede ergeben : 


Bei der Ausarbeitung unseres Verfahrens trachteten wir zuerst 
das Quecksilber aus der Untersuchungslésung im Metallzustande auf 


1 
2 


P. E. Raaschou, Zeitschr. f. analyt. Chem. 49, 172, 1910. 
S. 


Lomholt und J. A. Christiansen, diese Zeitschr. 81, 356, 1917. 
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einfache und schnelle Weise ausscheiden zu kénnen. Zu diesem Zwecke 
benutzt man am haufigsten dem Quecksilber gegeniiber positivere 
Metalle, so in erster Linie das Kupfer. Stock benutzte ebenfalls das 
Kupfer zur Ausscheidung des Quecksilbers, und er muBte den Kupfer- 
draht 24, bzw. bei sehr kleinen Quecksilbermengen 36 Stunden lang 
bei 50 bis 60° in der Quecksilberlésung stehenlassen, damit die Ab- 
scheidung des Quecksilbers quantitativ vor sich gehe. Wir strebten 
danach, die Zeit der Reduktion méglichst abzukiirzen. F. Emich' empfiehlt 
zum qualitativen Nachweis des Quecksilbers als eine sehr einfache, 
empfindliche und charakteristische Reaktion die Ausscheidung des 
Quecksilbers (welches als Mercuronitrat in der Lésung vorhanden ist) 
mit Kupfer auf solche Weise, daB er in die in einer Kapillarréhre be- 
findliche Mercuronitratlésung einen 0,1 mm dicken und 1 bis 3mm 
langen Kupferdraht bringt und die abgeschmolzene Kapillarréhre 
einige Minuten im heiBen Wasserbad erwarmt. Auf diese Weise geschieht 
die Ausscheidung des Quecksilbers in kurzer Zeit, jedoch ist es fraglich, 
ob sie quantitativ vor sich gehe. Da die Untersuchungslésung 
das Quecksilber in den tiberwiegenden Fallen in Form von Mercuri- 
chlorid enthalt, benutzten wir zu unseren Experimenten nicht Mercuro- 
nitrat-, sondern Mercurichloridlésung. Die Resultate unserer Experi- 
mente zeigten, daB mit dem obigen Verfahren sich das Queck- 
silber aus der Mercurichloridlésung nicht quantitativ ausscheidet; 
die Steigerung der Reduktionszeit auf 30 Minuten hat zwar die Aus- 
scheidung des Quecksilbers geférdert, doch konnte man nicht an deren 
Verwendung denken, denn das auf dem Kupferdraht haftende Kupfer- 
chlorid verursachte beim Abdestillieren des Quecksilbers Stérungen. 


Nach langeren ,Versuchen machten wir jene interessante Beob- 
achtung, daB sich das Quecksilber sehr schnell und quantitativ aus- 
scheidet, wenn wir zu diesem Zwecke Nascenskupfer benutzten. Die 
Anwendung des Nascenskupfers geschah derartig, daB zur Mercuri- 
chloridlésung sehr wenig Kupfersulfatlisung hinzugegeben und ein 
vollkommen reines Eisendrahtstiickchen in die Lésung gestellt wurde ; 
auf dem Eisendraht scheidet sich mit dem Kupfer auch das Queck- 
silber ab, und nach | bis 2 Minuten langem Stehen war die Abscheidung 
des Quecksilbers fast quantitativ; zur Abscheidung der in der Lésung 
zuriickgebliebenen Quecksilberspuren wurde nach dem Herausnehmen 
des Drahtes das obige Verfahren wiederholt. 


Die Durchfiihrung unserer Quecksilberbestimmungsmethode geschieht 
auf folgende Weise. Es wurde von der das Quecksilber als Mercurichlorid 
enthaltenden Untersuchungslésung eine Menge von ungefahr 100 mg in 
ein an dem einen Ende zugeschmolzenes Glasréhrchen von 6cm Léange 


1 F. Emich, Lehrb. d. Mikrochem., 2. Aufl., S. 143. Miinchen 1926. 
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und 1,5 mm innerem Durchmesser eingewogen. Die Einfiihrung der Unie; 
suchungslésung in das Réhrchen geschieht mit einer aus einer Glasré})y 
von 3 bis 4mm duBerem Durchmesser verfertigten Kapillarpipette. De; 
obere breitere Teil dieser Pipette hatte eine Lange von ungefaihr 5 em, de; 
kapillare Teil von ungefihr 10cm und der letztere einen inneren Durc} 
messer von 0,3 mm. Zu jeder Bestimmung wurde eine neue Pipette benutz: 
Zu der in das Réhrehen eingemessenen Lésung wurde mit einer Kapilla: 
pipette von einer 0,5°igen Kupfersulfatlésung 5 bis 10 mg zugesetzt und 
nach 5 bis 10 Minuten Stehen ein der Héhe der Fliissigkeitssiule ent 
sprechender langer, 0,3 bis 0,4mm dicker Eisendraht (Blumendraht) j 
die Lésung fallengelassen. (Der benutzte Eisendraht wurde sorgsam mit 
Schmirgelleinen und Filterpapier so gereinigt, daBderselbe eine glanzen« 
Oberflache bekommt.) Nachher wurde das Réhrchen um seine Langsachs 
zwischen den Fingern 1 bis 2 Minuten gedreht zu dem Zwecke, da div 
Abscheidung des Kupfers und des Quecksilbers auf dem Eisendraht gleic! 
maBig geschehe. Nach der Abscheidung des Quecksilbers wurde der Dra) 
aus dem Réhrchen herausgenommen, durch Eintauchen in destilliertes 
Wasser, dann in Alkohol, nachher in Ather abgespiilt und bei Zimmer 
temperatur trocknen gelassen. Zur Abscheidung der in der Lésung zuriick 
gebliebenen Quecksilberspuren wurde von neuem Kupfersulfat und Eisen 
draht in die Lésung gegeben und die Ausscheidung auf die oben bekannt- 
gegebene Weise wiederholt. Wenn man nicht nur den Quecksilbergehal: 
der Versuchslésung, sondern auch die nach der ersten Abscheidung in der 
Lésung zuriickgebliebene Quecksilbermenge wissen will, so wird das A} 
destillieren des Quecksilbers von den zwei Drihten abgesondert, im ent- 
gegengesetzten Falle zusammen durchgefiihrt. 


Zum Abdestillieren des Quecksilbers wurde das in der Abb. 1 dar 
gestellte diinnwandige (0,2 mm) Destillationsrohr benutzt. (Der inner 
Durchmesser der 6 bzw’ 9cm langen breiteren Teile des Rohres ist 1 mm, 

















Abb. 1. 


der des 4cm langen verbindenden Kapillarrohres 0,2mm?}.) Das Inner 
des Glasrohres, aus welchem die Destillationsréhre verfertigt wurde, mui 
ganz rein und frei von Staubteilchen sein, was durch é6ftere Durchsaugung 
von Wasser, Alkohol und Ather erreicht wird. Diese Tatsache ist selu 
wichtig, da die Staubteilchen die Vereinigung der Quecksilbertrépfche 
verzégern kénnen. Der quecksilberhaltige Draht wird in den 6 cm langen 
Teil des Destillationsrohres eingelegt und iiber einem Bunsenbrenner s 
erhitzt, da8 der Draht in seiner ganzen Lange in das Rohr einschmilzt: 
nur auf solche Weise kann man das ganze am Draht befindliche Queck 
silber in das Kapillarrohr iiberdestillieren. Die in dem Kapillarrohr vor 
handenen Quecksilbertrépfchen werden durch Zusammenschmelzen cet 
Kapillare iiber einer Mikroflamme in den oberen Teil der Kapillare iiber 
getrieben, nachher wird das Kapillarrohr ungefaéhr 2cm weit von den 
breiten Teile des Destillationsrohres abgeschmolzen und das Ende der 


' Die in den Abb. 1 bis 4 dargestellten LangenmaBe der Proben sind 
die HAalfte der natiirlichen GréBe. 
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Kapillare etwas ausgezogen (Abb. 2). Jetzt wird mit einer Kapillarpipette 
«o viel Alkohol in das Rohr gelassen, daB derselbe ungefahr ein Fiinftel 
seines Raumgehalts ausfiillt und der breite Teil des Rohres 2ecm vom 
Ende rechtwinklig abgebogen (Abb. 3). Die Vereinigung der im Alkohol 
befindlichen Quecksilbertrépfchen zu einem Tropfen geschieht durch 
Zentrifugieren, was am einfachsten so durch- 
vefihrt wird, daB man an Stelle der Zentrifugen- 
hiilseen in der Mitte durchlécherte Korkpfropfen 
anbringt und die Rohre dariiber durchsteckt — 
Abb. 4). Die Quecksilbertrépfchen vereinigen 
sich sehr leicht zu einem Tropfen, mit Hand- 
zentrifuge in | bis 2 Minuten, mit elektrischer 
Zentrifuge erwies sich schon ein 15 bis 20 Se- 
kunden langes Zentrifugieren als geniigend. Es 
kommt vor, daB man bei einer Quecksilbermenge 
unter 0,5 y nach dem Zentrifugieren zwei bis drei 























Quecksilbertrépfchen im Ende der Kapillare | 
findet; durch Eintauchen des Rohres in warmes 
Wasser (70 bis 80°) flieBen die Trépfchen meistens 
leicht zusammen. Man kann aber auch mit zwei 
bis drei Trépfehen, den Durchmesser derselben 
gesondert abgemessen, gute Resultate erhalten. 
Es wird nach dem Zentrifugieren der im Ende 
Abb. 2. Abb. 3, 


der Kapillare befindliche Quecksilbertropfen durch 
wiederholtes Schlagen in den oberen Teil der 
Kapillare getrieben, das Ende des Rohres abgezwickt und der Quecksilber- 
tropfen mit dem Alkohol zusammen auf ein Objektglas ausgeblasen. Nach 
dem Verdunsten des Alkohols wurde der Durchmesser des Quecksilber- 
tropfens unter dem mit Okularmikrometer versehenen Mikroskope auf 
folgende Weise gemessen. Erstens wurde mit dem Objektmikrometer fest- 


=: 


Abb. 4. 
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gestellt, wie vielen » ein Skalenteil des Okularmikrometers entspricht. Wir 
fiihrten unsere Messungen mit einem Reichert-Mikroskop, unter Benutzung 
von Okular Nr. 2, Objektiv Nr. 7a, bei einer Tubenlinge von 190 mm 
durch; ein Skalenteil des Okularmikrometers entspricht 2,38 4. Es ist 
wichtig, daB die Messung bei enger Diaphragmaéffnung geschieht; am 


Biochemische Zeitschrift Band 205 145 
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entsprechendsten fanden wir die Offnung von 5mm Durchmesser. 
dem Durchmesser des Quecksilbertropfens la8t sich das Gewicht 
Tropfens nach folgender Formel berechnen: 
:; 13,552 . x. d8 
mg Hg - : ° 
6 
mg Hg = das Gewicht des Quecksilbertropfens in Milligramn 
13,552 = das spezifische Gewicht des Quecksilbers bei 18°, # = die Ludo 
sche Nummer, d = der Durchmesser des Quecksilbertropfens in Mikron« 


Als wir zu unseren Quecksilberbestimmungen anfangs reine Mercur; 
chloridlésung gebrauchten, beobachteten wir in mehreren Fallen, dat 
die gefundenen Quecksilbermengen kleiner waren als die abgemessenen 
Mengen. Zur Erklarung dieser Abweichungen erwiesen sich jene Voraus 
setzungen, daB ein Teil des Quecksilbers in der Untersuchungslésung 
zuriickgeblieben ist, oder bei der Destillation Quecksilber verloren 
gegangen ist, nicht stichhaltig. Nach langeren Versuchen kamen wi 


darauf, dab, wenn wir keine reine, sondern Kaliumchlorid enthaltend , 
Mercurichloridlésung zur Bestimmung anwendeten, sich zwischen den 
abgemessenen und gefundenen Quecksilbermengen eine gute Ube: 


einstimmung zeigte. Beziiglich der Erklarung dieser Erscheinung 
sind wir noch nicht zu einem endgiiltigen Resultat gekommen, aber ' 
halten wir fiir wahrscheinlich, daB die bei reinen Mercurichloridlésungen 
gefundenen kleineren Quecksilberwerte auf die durch das Glas vor 
sich gehende Adsorption der Mercurichloridmolekiile zuriickzufiihren 
sind. Wenn die Mercurichloridlésung auch Kaliumchlorid enthalt. P|! 
so ist das Quecksilber als eine Komplexverbindung (K,HgCl,) bzw. als F 
HgCl,-Ionen in der Lésung vorhanden. Die HgCl,-lonen kénnen Ff 





zwar in HgCl,-Molekiile und zwei Cl-lonen dissoziieren, aber dies & 
Dissoziation kann durch Anwendung von gréBeren Mengen Kalium- ff 
chlorid stark zuriickgedriingt werden, so da im Endresultat in der FB ! 
Lésung von Mercurichlorid und Kaliumchlorid das Quecksilber i: ; 
einer durch das Glas nicht adsorbierenden Form anwesend ist. p I 

In der folgenden Tabelle geben wir die Resultate einiger Queck ‘ 
silberbestimmungen an, welche wir mit unserer Methode durchgefiilirt ij 
haben. Unsere Lésungen enthielten bekannte Mengen Quecksilber - 
in Mercurichloridform und 10°,, Kaliumchlorid. Bei einigen Be- F ~ 
stimmungen (in der zweiten Abscheidung!) sind zwei oder drei An- PF 2 
gaben angefiihrt, diese bedeuten, daB bei der Messung zwei oder drei 
Quecksilbertrépfchen vorhanden waren. Das gefundene Quecksilbet 24 
wurde durch Summierung der Gewichte der Quecksilbertrépfehen aus 4 
gerechnet. 

25 


‘ Bei Nr. 1 in der ersten Abscheidung. %6 
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H 


2 
Y 
0,043 


0,047 
0.064 
0.089 
0,12 
0,12 
0,14 
0,24 
0,26 
031 
0,46 


0,81 


0,94 


1,08 


2,16 
2,46 
3,24 
3,36 
3,56 


3,98 


messenem und 
getundenem Hg 


Y 


0,012 


0,011 
O012 
0,005 
— 0,02 
0,025 
— 0,02 
OM1 
0.05 


0.08 


+ OO] 
0.01 
+ 0,10 
— 0,11 
0.05 
0.06 
0,14 
— 0,12 


+ 0,09 

0,08 
+ 0,09 
+ 0,04 
L 0.09 


+ 0,02 


15* 











228 J. Bodnar u. E. Szép: 





Durchmesser der Quecksilbertréptchen 














Differenz 
Gewicht Abge- Ma ' 
Ne, Okularskalenteile ost Hee Pn nay & a -e eee ee 
1.Abe | 2Abe  1LAbe 2. Abs c gefundenem Hig 
heidung scheidung scheidung scheidung } } y y 
— = ________ — —=— — = 
27| 35,0 16,0 | 83,30 3808 4h) 449 446 | | +0.03 
28| 37,0 145 | 8806 3451 S50 514 5,24 0,11 
29/ 39,0 21,0 | 9282 49,98 0% 656 6,68 0.12 
30) 415 | 165 | 98,77 3927 BHO’ 727 740 | — 03 
8,148 
31/| 440 439 | sog72 3994 Qo10 6841 8,36 L 0.05 
8,0 19,04 219 
8,429 
32/ 445 8&9 | ro5.91 1% O48 850 880 0.30 
6,0 | 14,28 9.020 
9 
a3 44,5 19,0 | 105,91 45,22 5429 | gog = 9,00 + 0.09 
ea 9,311 
34 46,0 43° | so948 3294 010 9.57 9,60 0.08 
30 | smashed 31 
, . 9618 , ’ ; 
85) 46,5 14,0 | 110,67 83,82 A559 «9.88 :1016 | — 0,28 


Aus den Daten dieser Tabelle geht hervor, daB die gefundenen 
und abgemessenen Quecksilberwerte gut iibereinstimmen; dies be. 
deutet, daB die durch uns ausgearbeitete einfache, schnelle und méglichst 
unmittelbarste Quecksilberbestimmungsmethode zur genauen bx 
stimmung von Quecksilbermengen zwischen 0,04 bis 10 y sehr ge 
eignet ist. 

Diesbeziiglich, ob unsere Methode auch zur Bestimmung von 
gréBeren Quecksilbermengen als 10 y geeignet ist, sind die Unter 
suchungen im Gange. Untersuchungen in verschiedenen Richtungen 
so z. B. ob die lebenden Organismen iiberhaupt Quecksilber enthalten 
und wieweit das Quecksilber in der Natur verbreitet ist, sind mit 
unserer Methode auch im Gange. All dies sind solche Fragen, mit 
welchen man sich bis jetzt kaum oder vielmehr noch gar nicht lx 
schaftigt hat. 

Zusammenfassung. 


Es ist uns gelungen, eine sehr einfache, genaue und schnell 
direkte Methode zur Bestimmung sehr kleiner Quecksilbermenge: 
auszuarbeiten. Diese Methode kann erstens bei der Untersuchung <er 


r 


von Alfred Stock entdeckten, durch geringe Quecksilbermengen hervor 
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gerufenen Vergiftungen einen guten Dienst leisten. Nach unserer 

ges Methode geschieht die Ausscheidung des Quecksilbers aus der Unter- 

H suchungslésung (HgCl, in 10°, iger KCl-Lésung) sehr leicht und 
quantitativ durch Nascenskupfer derartig, daB in die sehr wenig Kupfer- 
sulfat enthaltende Quecksilberlésung ein reines Eisendrahtstiickchen 
eingestellt wird, und auf dem Eisendraht sich mit dem Kupfer auch 
das Quecksilber abscheidet. Das Quecksilber wird im weiteren von 
dem Eisendraht abdestilliert, die Quecksilbertrépfchen durch Zentri- 
fugieren mit Alkohol zu einem Tropfen vereinigt, unter dem Mikroskop 
der Durchmesser des Quecksilbertropfens gemessen und daraus das 
Gewicht desselben berechnet. Mit unserer Methode lassen sich Queck- 
silbermengen zwischen 0,04 bis 10 y genau bestimmen. Die die quanti- 
tative Verbreitung des Quecksilbers in der Natur studierenden Versuche 
mit unserer Methode sind im Gange. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung des ,,lU/ngarischen 
Naturwissenschaftlichen Landesfonds** ausgefiihrt. 


nit 
nit 


be 

















Ober Zuckeroxydationen und -zersetzungen, 


II. Mitteilung: 


Die Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Glucose usw. in Gegenwart 
von Caleiumearbonat. 


Von 
K. Bernhauer und J. Nistler. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums dey 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 14. November 1928.) 


Wahrend bekanntlich Wasserstoffsuperoxyd auf reine Glucose 
losungen bei 37° nur in geringem AusmaB und langsam einwirkt, konnten 


A] 


wir beobachten, daB diese Einwirkung in Gegenwart von Calcium. 
carbonat relativ intensiv ist und daB hierbei ein tiefgreifender Zerfal! 
des Zuckermolekiils stattfindet. 


Untersuchungen iiber den Zuckerzerfall unter der Einwirkung vy. 
Wasserstoffsuperoxyd in atzalkalischer Lésung wurden unter anderen vo 
Schade* vorgenommen. Dieser Verfasser glaubte eine glatte Spaltung der 
Hexosen unter Bildung von Ameisenséure und Acetaldehyd bzw. Essig 
séure annehmen zu kénnen. Die Nachuntersuchung von Buchner, Meise: 
heimer und Schade? fiihrte jedoch zu vdllig abweichenden Resultaten; als 
fliichtige Saure konnte nur Ameisenséure aufgefunden werden, ferner fander 
sich unter den Oxydations- bzw. Zersetzungsprodukten Formaldehyd sow) 
Oxyséuren, darunter Glykol- und Erythronséure. Die Verfasser suchte: 
das Auftreten der Ameisenséure durch die Annahme zu erklaéren, da{ aus 
der Hexose zunachst Glycerinaldehyd entsteht, der sich in Abwesenheit 
von Oxydationsmitteln iiber Methylglyoxal in Milchséure umwande!! 
hier aber sofort in 3 Molekiile Formaldehyd zerfallen soll, die dure! 
Oxydation in Ameisenséure iibergehen. Auch Nef* (1904) aéuBerte ein: 
derartige Vorstellung iiber das Verhalten des Glycerinaldehyds. Der 
Zuckerzerfall mittels Wasserstoffsuperoxyd wurde weiterhin durch Loh‘ 
untersucht. Bei der Katalysierung dieses Zerfalls durch organisch ge- 
bundenes Eisen (Eisen-Pankreaspréparate) wurden neben nicht genauer 
identifizierten Polyoxyséiuren, Spuren von Formaldehyd und _ etwas 
Ameisenséure, sowie Pentosen erhalten. Durch Phosphate konnte ein 
erhebliche Beschleunigung der Wasserstoffsuperoxydeinwirkung  erzielt 
werden. A. Jolles® verwendete bei Zuckeroxydationen mittels Wasserstot!- 


' Schade, Zeitschr. f. physik. Chem. 57, 1, 1906. 

2 Buchner, Meisenheimer und Schade, B. 89, 4217, 1907. 

Nef, A. 885, 316, 1904; 857, 214, 1907; 376, 1, 1910; 408, 204, 1914 
Léb, diese Zeitschr. 28, 10, 1909; 26, 231, 1910 u.a.a. O. 

A. Jolles, ebendaselbst 29, 152, 1910. 
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superoxyd nur ganz schwaches Alkali (n/100 NaOH) und fand, dab hierbei 
s Glucose fast durchwegs nur Ameisensaure in erheblicher Menge entsteht. 
einigen Fallen konnten auch geringe Mengen von Acetaldehyd fest- 
stellt werden. Bei der Oxydation einer 3 °%igen n/100 alkalischen Glucose- 
sung mittels Luftsauerstoff wurden Athylalkohol, Ameisen-. Essig- und 
Milchsaéure erhalten. Die Identifizierung dieser Produkte war jedoch vielfach 
angelhaft. Cross, Bevan und Smith’ stellten fest, daB bei der Einwirkung 
n Wasserstoffsuperoxyd auf Glucose in Gegenwart einer Spur Eisen- 
triol, Ameisensfiure, Essigsiure, Tartronséiure und verschiedene nicht 
ijentifizierte Produkte entstehen. Die Verfasser glauben aus ihren Ver 
suchen schlieBen zu kénnen, da das Wasserstoffsuperoxyd zuniachst eine 
nnere Umlagerung im Hexosemolekiil hervorruft, daB dagegen die Oxy 
dationswirkungen untergeordnete, sekundére Reaktionen sind. 

Zum Verstéindnis der durch Wasserstoffsuperoxyd bewirkten Zucker 
spaltungen miissen noch die grundlegenden Untersuchungen von Nef 
1904 bis 1914), sowie die daran anschlieBenden Arbeiten herangezogen 

erden. So untersuchten Evans und Mitarbeiter (1925 bis 1928)? die Ein- 
wirkung von Alkalien sowie von Oxydationsmitteln auf verschiedene 
Zuckerarten. Im Anschlu8 an Nef fiihren sie das Auftreten der verschiedenen 
Zuckerzerfallsprodukte auf die Existenz der drei Zuckerenole in alkalischer 
Losung zuriick. Durch Zerfall des 3, 4-Dienols entsteht Glycerinaldehyd 
und aus diesem Methylglyoxal. Dieses wird nun durch Alkaliwirkung 
entweder zu Milchsdéure stabilisiert oder in Acetaldehyd und Kohlenoxyd 
zersetzt, aus denen Ameisen- und Essigséure entstehen. Das Auftreten 
des 3, 4-Dienols sowie die daran anschlieBenden Vorgéange sind proportional 
der Alkalikonzentration und der Temperatur. Bei héherer Alkalikonzentra 
tion und Temperatur tiberwiegt die Stabilisierung des Methylglyoxals zu 
Milchséure itiber die weitere Spaltung desselben. Ein MaBstab fiir die 
Bildung des Hexose-1, 2-Dienols ist die Menge der gebildeten Ameisensaure, 
die beim Formaldehyd-Pentosenzerfall des betreffenden Dienols entsteht. 
Diese Art des Zerfalls findet intensiver bei geringerer Alkalikonzentration 
und tieferer Temperatur statt. 

Die vorliegende Arbeit schlieBt zunachst an die Untersuchung 
von Buchner, Meisenheimer und Schade (1. c.) an. Am charakteristischsten 
unter den Zersetzungsprodukten des Zuckers erscheint das Methy!- 
glyoxal, und als typisches Zerfallsprodukt desselben kann die Essig- 
siure aufgefaBt werden. Als weitere Spaltprodukte des Methylglvoxals 
kénnen die Ameisensiure, sowie Form- und Acetaldehyd angesehen 
werden; alle diese Produkte konnten bei der hier untersuchten Spaltung 
des Zuckers nachgewiesen und mit Sicherheit identifiziert werden. 
Die Feststellung. daB unter den gewihlten Versuchsbedingungen die 
Bildung von Essigsiure durch Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd 
auf Glucose im Gegensatz zu den Ergebnissen von Buchner, Meisen- 
heimer und Schade einwandfrei erwiesen werden konnte, veranlabte 
dazu, die Bildung derselben auch aus anderen Substanzen der Zucker- 
gruppe, sowie eventuellen Zwischenprodukten zu erweisen. 


1 Cross, Bevan und Smith, Proc. chem. Soc. 194, 115, 1898 
* Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 2703, 1926 u. a. a. O. 
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Die Verwendung von Calciumcarbonat oder auch anderer fast 
léslicher Carbonate bei der vorliegenden Untersuchung erschien desh,|! 
von besonderem Wert, da hierbei wihrend des ganzen Reaktions 
verlaufs konstante Bedingungen vorhanden sind, indem die jewels 
gebildeten Sauren durch das als Bodenkérper vorhandene Calcium. 
carbonat abgestumpft werden kénnen, wahrend bei Verwendung 
léslicher Alkalien durch die Abstumpfung des Alkalis eine dauern«: 
Anderung der Versuchsbedingungen statthat. Uber die Einwirkung 
derartiger schwer léslicher Carbonate auf Zucker in Abwesenheit vo 
Oxydationsmitteln, wortiber Murschhauser! mehr physikalisch-chemisc |, 
Untersuchungen anstellte, soll alsbald berichtet werden.  Vorliufig 
sei nur so viel hieriiber mitgeteilt, daB es unter diesen Bedingung 
leicht gelingt, primare Spaltungsprodukte des Zuckers wie Glyceri: 
aldehyd und Methylglyoxal zu fassen?. 





Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung seien im folgende 
wiedergegeben. Nachdem zuniachst das prinzipielle Verhalten des 
Wasserstoffsuperoxyds gegeniiber Glucose in Gegenwart von Calcium 
carbonat festgestellt war, wurde erst der Zerfall des Glycerins ein 
gehender untersucht. 

Aus Glycerin entstanden Formaldehyd, Ameisen- und Essigsaure 
sowie Glycerin- und Tartronsiure; die primaire Bildung von Glycerin 
aldehyd, sowie das Auftreten von Acetaldehyd konnte wahrscheinlich 
gemacht werden. Demnach wird der primar gebildete Glycerinaldehyd 
direkt weiteroxydiert zu Glycerinséure und Tartronséure, oder aber es 
findet eine Umlagerung desselben zu Methylglyoxal statt, das in 
Ameisensdure und Acetaldehyd, oder in Formaldehyd und Essigsiure 


. zerfallt. Durch Oxydation der Aldehyde resultieren gleichfalls dic 
beiden Fettsiuren. Es findet demnach folgender Reaktionsverlauf statt 
CH,OH CHO COOH COOH 


| -o | +o | Oz 
CHOH — CHOH —~ CHOH — CHOH 


| | | Cc 

CH,OH CH,OH CH,OH OOH 
H,0) | 
CHO CHO HCOOH HCHO | 


COH + Co 8° CHO oder COOH 

| | | 

CH, CH, CH, CH, 
' Murschhauser, diese Zeitschr. 97, 97, 1919; 99, 190, 1919; 101, 74, 1920 
2 Vor kurzem gelang es Fischler, die erwaihnten Kérper in Destillati: 

versuchen mit verdiinnten Alkalicarbonaten usw. zu erhalten (H. 165, 53, 

1927 u. a. a. O.). 
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Das Uberwiegen der Ameisensiure iiber die Essigsiure in diesen 
\ersuchen kann darin seinen Grund haben, daB Essigsiure selbst unter 
der Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd zu Ameisensiiure und CO, 
oxydiert wird, wie in eigenen Versuchen erwiesen werden konnte. 
Weiterhin ware noch mdéglich, daB das Dienol des Glycerinaldehyds 
unter Bildung von Ameisen- und Glykolsaure zerfallen kénnte. Letztere 
konnte allerdings nicht aufgefunden werden. 

Die eventuelle Bildung von Brenztraubensdure als Zwischenprodukt 
konnte in keinerlei Weise erwiesen werden. Bei der Oxydation mit 
Wasserstoffsuperoxyd ergab dieselbe nur Spuren von Ameisensaure, 
dagegen relativ reichlich Essigsiure. Das reichliche Auftreten von 
Ameisensaure in den sonstigen Versuchen spricht daher gegen die 
Annahme, dai die Brenztraubensiure ein Zwischenprodukt bei der 
Bildung der fliichtigen Sauren darstellt. Nach Hollemann' zerfillt 
Brenztraubensaure bei der Oxydation in konzentrierter Liésung mit 
Perhydrol fast quantitativ in Essigsiure und CQ,. 

Milchstiure, die als Stabilisierungsprodukt des Methylglyoxals 
angesehen werden kann und in unseren Versuchen niemals auftrat, 
lieferte bei der Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd bedeutend mehr 
Ameisensiure, wenn auch nicht in aquivalenten Mengen gegeniiber 
der gefundenen Essigsture. Auch hier kommt natiirlich auBer der 
direkten Bildung aus Milchsiure ihre Entstehung aus Essigsaéure in 
Betracht. 

Essigséure ergab in einem Versuch vornehmlich Oxalsiure, in 
anderen Versuchen Ameisensdure und CO,. Die leichte Angreifbarkeit 
der Essigsiure durch Wasserstoffsuperoxyd ist jedenfalls recht be- 
merkenswert. 

Ameisensdure wurde durch Wasserstoffsuperoxyd bedeutend lang- 
samer angegriffen als Essigsaure; es resultierte dabei CO, unter Bildung 
von Calciumbicarbonat sowie Calciumcarbonat. ; 

Die Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Oxal-. Glyoxyl-. 
Glykol-, Essig- und Milchséiure, sowie auf Glyoxal, Form- und Acet- 
aldehyd in saurer Lésung wurde in neuester Zeit durch Hatcher® ein- 
gehender untersucht. Uber die Oxydation des Acetaldehyds berichtet 
ferner Reiner*; er konnte hierbei die intermediare Bildung von Di- 
acetylhydroperoxyd nachweisen. 

Aus Glucose entstanden bei der Einwirkung von Wasserstoff- 
superoxyd in Gegenwart von Calciumcarbonat Formaldehyd, Ameisen- 


1 Hollemann, Rec. 28, 169, 1904 (s. auch Witzemann, Journ. Amer 
Chem. Soc. 48, 211, 1926; Fromageot, C. r. 182, 1411, 1926). 

2 Zitiert nach Chem. Centralbl. 1927. IT, 2054 u. a. a. O. 

3’ Reiner, Zeitschr. f. anorg. Chem. 141, 363. 
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und Essigsiure, ferner Oxal- und Traubensaure, Pentosen konnten 
qualitativ nachgewiesen werden, Oxysiuren entstanden in betriicht 
licher Menge, wurden jedoch nicht identifiziert. Die Bildung diese; 
verschiedenen Produkte ist wohl auch hier, also beim Arbeiten in nur 
schwach alkalischer Lisung, auf die intermediire Bildung der dre; 
aktiven Hexosedienole zuriickzufiihren'. Das 3, 4-Dienol zerfallt in 
Glycerinaldehyd und aus diesem entstehen daher die gleichen Produkte 
die bei der Oxydation des Glycerins aufgefunden wurden. Das 2, 3-Dieno| 
liefert beim Zerfall Oxal- und Traubensiure, iiber verschiedene Zwischen- 
stufen (Polyoxysiuren) und der Zerfall des 1, 2-Dienols fiihrt zu Form. 
aldehyd bzw. Ameisensiure und Pentosen, die dann einem weiteren 
Zerfall unterliegen. Bemerkenswert erscheint in diesem Zusammenhang 
auch der Befund, daB aus reinen Glucoselésungen durch Einwirkung 
von Wasserstoffsuperoxyd die gleichen Produkte entstehen wie in 
Gegenwart von Calciumcarbonat, wenn auch in bedeutend langere: 
Zeit; auch Essigsiure wurde unter diesen Bedingungen erhalten, was 
fiir die primaire Bildung von Methylglyoxal bzw. des 3, 4-Dienols spricht 

Zur Erklarung der Essigsaurebildung im erwahnten Zusammenhang 
wurde noch ein indirekter Weg eingeschlagen, indem zu zeigen war 
daB dieselbe nur dann aus Zucker und ahnlichen Kérpern hervorgehen 
kann, solange noch Molekilgruppen vorhanden sind, die eine inter 
mediare Bildung von Methylglyoxal erméglichen. Zu diesem Zwecke 
wurde auch die Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd in Gegenwart 
von Calciumcarbonat auf Glucon- und Zuckersaure untersucht. 

Gluconstéiure ergab Formaldehyd, Acetaldehyd, Ameisenséure- und 
Essigsaure, daneben Oxal- und Traubenséure, sowie Polyoxysauren 
Die Bildung des Acetaldehyds und der Essigsiure sind entweder auf 
die Spaltung des Molekiils in zwei C,-Gruppen zuriickzufiihren oder 
auf die intermediare Bildung einer Pentose, sowie Enolisierung und 
Spaltung dieser in C,- und C,-Ketten. 

Aus Zuckersiiure wurde als fliichtige Saure nur Ameisensaure 
erhalten und keine Essigsiure. Es scheinen hier demnach keine zur 
Methylglyoxalbildung geeigneten Spaltstiicke entstehen zu kénnen. 


Anhangsweise seien noch die Ergebnisse einiger orientierender 
Versuche iiber die Hemmung der Wasserstoffsuperoxydwirkung dure! 
die Gegenwart stickstoff- und besonders aminhaltiger Stoffe erwahnt. 
Bei Versuchen zur eventuellen Abfangung der Brenztraubensaure mit 
Hilfe der Débnerschen Reaktion zeigte sich naimlich, daB in Gegenwart 
von f-Naphthylamin der Verbrauch des Wasserstoffsuperoxyds nur 
aiuBerst langsam erfolgte. Ein Kondensationsprodukt konnte nicht 


1 Siehe Nef sowie Evans, |. c. 
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erhalten werden. Versuche mit Glykokoll, Anilin, Methylamin, Pepton 
und Harnstoff lieBen gleichfalls eine sehr starke Hemmung des Wasser- 
stoffsuperoxydverbrauchs und damit des Zuckerzerfalls erkennen. 
\hnliche Befunde machte bereits Léb (l.c.) bei der Finwirkung von 
Wasserstoffsuperoxyd auf phosphathaltige Zuckerlésungen. Diese 
Beobachtungen erscheinen mit Riicksicht auf die Ergebnisse iiber die 
Kondensationen von Zuckern mit Aminokérpern, insbesondere Amino- 
siuren, von Interesse. 


Im Hinblick auf die Art des Reaktionsverlaufs mui noch auf den 
Befund hingewiesen werden, daB die Umsetzung auch davon weit- 
gehend abhiangig zu sein scheint, mit welchen absoluten Mengen die 
Versuche durchgefiihrt werden. Beispielsweise fand in kleineren Ver- 
suchen mit Ca-Gluconat stets Auskristallisieren des Ca-Salzes der 
5-Ketogluconsaure statt, niemals dagegen in groBen Versuchen. Hierbei 
kann die Selbsterwarmung der Oxydationsfliissigkeit eine Rolle spielen, 
die natiirlich in gréBeren Versuchen héher ist als in kleinen. So stieg 
beispielsweise in einem gréBeren Glycerinversuch die Temperatur 
auf 90°. Dadurch ist wohl der Unterschied in den Ergebnissen kleiner 
und groBer Versuche verstandlich. 

Hinsichtlich der Kinetik des Reaktionsverlaufs erscheint der 
Hinweis von Interesse, dafB das erste Mol Wasserstoffsuperoxyd bei 
den Glucoseversuchen relativ langsam verbraucht wurde, die weiteren 
Mole dagegen sehr rasch. 


: Auszug aus den Versuchsprotokollen. 


Methodischea. 


Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte in der Weise, dai die Versuchs- 
kolben, die die zu oxydierende Substanz, Calciumcarbonat sowie Wasser 
stoffsuperoxyd (zugesetzt entweder in Form von Perhydrol oder in 3°,iger 
Lésung) enthielten, bei einer Temperatur von 37 bis 40°* im Thermostaten 
belassen wurden; nach bestimmten Zeiten (Stunden oder Tagen) wurde 
der Verbrauch des Wasserstoffsuperoxyds festgestellt und nun entweder 
neues zugesetzt oder die Versuche abgebrochen. Bei einigen Versuchen 
wurden besondere Versuchsanordnungen gewahlt, wie noch zu erwdhnen 
sein wird. 

Bei der Aufarbeitung der Versuche wurde im allgemeinen in folgender 
Weise vorgegangen. Zur Gewinnung der fliichtigen Saéuren und Aldehyde 
wurde nach Ausfallung des in Lésung befindlichen Calciums mittels Oxal 
siure oder nach dem Anséuern mit Schwefel- oder Phosphorsiéure die 
Fliissigkeit der Wasserdampfdestillation unterworfen; um eine eventuelle 
Zersetzung der gebildeten Zerfalls- und Oxydationsprodukte zu vermeiden, 
wurde diese Operation im Vakuum bei etwa 35 bis 40° Badetemperatur 
und 12 bis 20mm Hg-Druck vorgenommen. Im Wasserdampfdestillat 


* Bei manchen Versuchen trat, wie erwahnt, starke Selbsterwarmung ein 
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wurde auf Aldehyde in iiblicher Weise gepriift und dieselben als Konde: 
sationsprodukte mittels Dimedon abgeschieden und so auch annaher 
quantitativ bestimmt. Die gebildeten fliichtigen Séuren wurden dw 
Behandlung eines anderen Teiles des Destillats mit Bleicarbonat in de 
Hitze und Eindampfen der Fliissigkeit gewonnen; nach der méglichs: 
volilstandigen Entfernung des zunachst auskristallisierenden Bleiformiats 
wurde mit Schwefelwasserst off entbleit, derselbe vertrieben und die Fliissiy 
keit mit Silbercarbonat behandelt, die restliche Ameisenséiure durch etwa 
24stiindiges Erwiairmen zerstért und sodann das Silberacetat durch Ein 
engen der Fliissigkeit und Umkristallisieren aus Wasser gewonnen. Der 
Riickstand von der Wasserdampfdestillation wurde im Apparat von Kutsche; 
und Steudel etwa 36 Stunden mit Ather extrahiert und der atherische 
Extrakt auf Milchséure, Glykol- und Glyoxylsiéure untersucht. Die extra 
hierte Fliissigkeit wurde nun, falls die urspriingliche Lésung mittels Oxa! 
siure vom Calcium befreit worden war, mit Caleitumcarbonat neutralisiert 
und im Vakuum eingeengt. Der so erhaltene Sirup wurde mit Alkoho! 
wiederholt ausgekocht, wobei die Zuckerarten in Lésung gingen und dir 
Ca-Salze der Polyoxyséuren zuriickblieben. Von einer eingehenderen 
Untersuchung derselben wurde abgesehen. 


Glycerin. 

In einem Vorversuch trat nach dem Einengen der Lésung am Wasser 
had intensiv Riminis Reaktion auf Acetaldehyd auf; die Bildung fliichtiger 
Sauren konnte hier sichergestellt werden. In einem anderen Versuch wurc: 
die Bildung von Formaldehyd durch Isolierung des Kondensationsprodukts 
mit Dimedon und Schmelzpunkt sowie Mischungsschmelzpunkt desselben 
erwiesen. Weiterhin wurde festgestellt, daB bei Zimmertemperatur die 
Reaktion, gemessen an dem Verbrauch des Wasserstoffsuperoxyds, nur 
sehr langsam erfolgt. In weiteren Versuchen wurde der Verbrauch des 
Wasserstoffsuperoxyds in Gegenwart von Calciumcarbonat sowie ohne 
dieses ermittelt. In einem Versuche mit demselben war 1 Mol Wasserstoft- 
superoxyd nach 2 Tagen verschwunden, in dem ohne dieses nach 8 Tagen 
noch vorhanden. Bei direktem Zusatz von Dimedon zur Oxydations 
fliissigkeit konnte kein Kondensationsprodukt mit Aldehyden erhalten 
werden. Bei einem Vorversuch zur Isolierung des als Zwischenprodukt 
wahrscheinlich auftretenden Glycerinaldehyds wurde mittels Fehlingsche 
Lésung ein Reduktionsvermégen ermittelt, das einer Ausbeute von etwa 
5% Glycerinaldehyd entsprechen wiirde'. Zine Isolierung desselben 
mittels Phenylhydrazin konnte nicht erzielt werden. 

Versuch 37. 50g Glycerin, 61,5 g Perhydrol (1 Mol) mit Wasser aui 
500 cem aufgefiillt, 10 g CaCO, zugesetzt, bei 37°; nach 3 Tagen Wasserstoft- 
superoxyd verbraucht. Aufarbeitung: Riickstand nur CaCO,; im Filtrat 
ergibt eine Probe ein Kondensationsprodukt mit Dimedon, berechnet aut 
die Gesamtmenge 1,72 g¢; Pb-Formiat wurde in einer Gesamtmenge vo! 
20,8 g erhalten, nach dem Umbkristallisieren aus Wasser lange, weiBe Nadeln 

0,1101 g Substanz gaben 0,1127 g PbSO,. 

(CO,H),Pb. Gef.: 75,34% PbO. 
Ber.: 75,6 % PbO. 


‘ Der Berechnung lag eine fiir Dioxyaceton ermittelte Tabelle z 
grunde; s. K. Bernhauer und K. Schén, H. 177, 107, 1928. 
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Insgesamt ergaben sich 0,9 g Ag-Acetat; nach dem Umkristallisieren aus 
Wasser weiBe Blattchen. 
0.1026 g Substanz gaben 0,066] g Ag. 
C,H,O,Ag. Gef.: 64,33°, Ag. 
Ber.: 64,65°%, Ag. 
Der Atherextrakt ergab nichts FaBbares. 


Bei einem analogen Versuch (50), aber sofortigem Zusatz von 2 Mol 
Perhydrol wurden insgesamt nur 0,563 g Kondensationsprodukt mit 
Dimedon erhalten, entsprechend 0,058 g Formaldehyd; Fp. 185°, Mischungs- 
schmelzpunkt mit reinem Formaldomedon 186°. 33,9 g¢ Pb-Formiat, ent 

9 2 


sprechend 12,33 g¢ Ameisenséure, Ig Ag-Acetat, entsprechend 0,37 g¢ 
Essigsaéure. 


Versuch 71. 20g Glycerin, 1000 ccm 3° ,iger Wasserstoffsuperoxyd 
(4 Mole), 33g CaCO, bei 37°. Zur eventuellen Festhaltung von ent- 
weichendem Formaldehyd wurde eine geséttigte Dimedonlésung vor den 
Oxydationskolben vorgeschaltet; es wurde in diesem jedoch kein Kon- 
densationsprodukt gebildet. Die Aufarbeitung ergab insgesamt 0,84 ¢ 
Kondensationsprodukt mit Dimedon, 14,6 g Pb-Formiat (5,1 ¢ Ameisen- 
siure), die Ermitthing der Ag-Acetatmenge verungliickte. Die Ather- 
extraktion ergab nichts FaBbares, eine Titration der Fliissigkeit ergab 
vor und nach der Atherextraktion annahernd den gleichen Wert. Aus 
der extrahierten Lésung wurden die Ca-Salze dargestellt und nach dem 
Einengen der Lésung im Vakuum mit Alkohol ausgefallt. Bei Behandlung 
der Ausfaillung mit wenig heiBem Wasser blieb ein Teil ungelést. Nach 
dem Waschen und Trocknen weibe Kristalle. 
0,1036 g Substanz gaben 0,0885 ¢ CaSQ,. 
(C,H,O,)Ca. Gef.: 35,18°, CaO. 
Ber.: 35,44°, CaO. 
Diese Ergebnisse sprechen sehr fiir tartronsaures Ca. Der in Wasser lésliche 
Teil wurde durch Eindampfen wiedergewonnen ; nach dem Umkristallisieren 
aus wenig Wasser schieden sich weiBe Kristalle ab; Fp. undeutlich gegen 140°. 
0,1038 g Substanz gaben 0,0596 g CaSQ,. 
(C,H, 0,),Ca. Gef.: 23,6°%, CaO. 
Ber.: 22,4°%, CaO. 


Der etwas zu hoch gefundene Wert ist wohl auf die Beimengung von tartron- 
saurem Ca zuriickzufiihren ; im iibrigen sprechen Analyse und Schmelzpunkt 
fiir glycerinsaures Ca. Durch Behandlung der Substanz mit Jodwasserstoft 

siure im Rohr nach Nef! wurde die £-Jodpropionsaure in schénen Kristallen 
vom Sehmelzpunkt 82° erhalten. 


Glucose. 


Die Vorversuche zeigten, daB mit CaCO, bei 37° der Verbrauch des 
Wasserstoffsuperoxyds relativ rasch erfolgt und daB reichliche Mengen Ca 
in Lésung gehen; das Reduktionsvermégen gegeniiber Fehlingscher Lésung 
bleibt dabei noch ziemlich stark. Bei direktem Zusatz von Dimedon zur 
Oxydationsfliissigkeit wurde kein Kondensationsprodukt abgeschieden. 


1 A. 357, 263, 1907 u.a.a. O. 
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In Versuch 15 wurde der Nachweis fiir die Bildung von Ameisen- w 
Essigséure sowie von Formaldehyd erbracht. Das Kondensationsprody 
mit Dimedon gab den Schmelzpunkt 179°, Mischungsschmelzpunkt n 
Formaldomedon 180°. Pb-Formiat und Ag-Acetat gaben bei der Analy s: 
richtige Werte; Ameisen- und Essigsiure wurden im molaren Verhaltn; 
57:1 gebildet. 

Versuch 48 zeigte, daB die zunachst gebildeten und mittels Dimedo: 
abscheidbaren Aldehyde bei langerer Versuchsdauer bzw. weiterer Ei: 
wirkung von Wasserstoffsuperoxyd wieder verschwinden. 10g Glucos: 
in 100 ccm Wasser mit CaCO, bei 37° mit ?/, Mol Wasserstoffsuperoxyd 
(1,6 cem Perhydrol); nach Verbrauch desselben wurden 25 cem entnommen, 
mit Dimedon schieden sich 0,025 g Kondensationsprodukt ab. Nach Zusatz 
und Verbrauch der gleichen Wasserstoffsuperoxydmenge wurden in gleicher 
Weise 0,036 g erhalten und nach Verbrauch einer weiteren gleichen Meng: 
nur noch 0,007 g. Die Schmelzpunkte dieser Produkte lagen bei 172 bis 174' 

Ein Versuch (51), die gebildeten Aldehyde im Vakuum zu entferne: 
und in Dimedonlésung aufzufangen, fiihrte zu keinem Kondensations. 
produkt in der vorgelegten Lésung, dagegen konnte nach Abbruch des 
Versuchs in der Oxydationsfliissigkeit nach Zusatz von Dimedon etwas 
Kondensationsprodukt erhalten werden. Ebensowenig fiihrte ein Vakuum. 
destillationsversuch (61), bei dem die Fliissigkeit bei 40° und 12mm Heg- 
Druck im Sieden erhalten wurde, zum Ziele, d.h. zu gréBeren Mengen 
von Aldehyden. 

Versuch 67. 50g Glucose und 312 cem 3%iger Wasserstoffsuperoxy:! 
auf 500ccm aufgefiillt, 10g CaCO, zugesetzt. Am siebenten Tage war 
das Wasserstoffsuperoxyd verbraucht, es wurde nun ein zweites Mol zu 
gesetzt, am neunten Tage ein drittes, am elften Tage ein viertes, am zwélften 
Tage ein fiinftes, das am nachsten Tage verbraucht war. Aufarbeitung 
In Essigséure unléslicher Riickstand 1,2 g. Die Aufarbeitung dieses Riick 
stands erfolgte in der bei den Ca-Gluconatversuchen beschriebenen Weis« 
und deutete auf ein Gemisch von oxalsaurem und traubensaurem Ca hin. 
Bei der Verarbeitung der Lésung wurden 8,6 g Ameisenséure und 0,07 g 
Essigséure gefunden, Formaldehyd konnte als Formaldomedon abgeschieden 
werden. Aus dem Gemisch der Ca-Salze der Polyoxyséuren konnte kein 
einheitlicher Kérper abgeschieden werden; Ca-Gluconat wurde nicht 
aufgefunden. 

Versuch 69 wurde wie zuvor, aber ohne CaCQO,, durchgefiihrt. Es 
waren hier nach 21 Tagen noch Spuren Wasserstoffsuperoxyd vorhanden, 
ein nun zugesetztes zweites Mol war nach weiteren 26 Tagen noch nicht 
verbraucht. Insgesamt wurden hier bei der Aufarbeitung 2,7 g Ameisen- 
saure, 0,03 ¢ Essigsiure und 0,009 g Formaldomedon erhalten. 


Ca-Gluconat. 


Die Vorversuche ergaben einen raschen Verbrauch des Wasserstoft- 
superoxyds und zeigten, da8 hierbei ein relativ recht erhebliches Reduktions 
vermégen gegeniiber Fehlingscher Lésung auftrat, das bei weiterem Zusatz 
von Wasserst offsuperoxyd ziermlich konstant blieb. In anderen Vorversuchen 
erfolgte beim Stehen der oxydierten Fliissigkeiten in der Kalte Kristallisation 
eines in Essigséure schwer léslichen, Fehlingsche Lésung stark reduzierenden 
Ca-Salzes, das nach der Kristallform das Ca-Salz der 5-Ketongluconsiure 
sein diirfte; ein Vergleich mit einem Praéparat von 5-ketogluconsaurem Ca. 
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jas bei einer Untersuchung iiber Oxydationen mittels Bacterium xylinum 
erhalten worden war!, zeigte Ubereinstimmung. 

Versuch 14. In 80 g Ca-Gluconat mit insgesamt 24, Molen Wasserstoff- 
superoxyd und CaCO, bei 37° war nach 3 Tagen das Wasserstoffsuperoxyd 
verbraucht. Aufarbeitung: Nach dem Behandeln mit Essigsiure blieben 
etwa 2,5 g Riickstand. Nach wiederholtem Auskochen mit Eisessig gaben 

n 0,17 g Substanz 0,0943 g CaSO,, entsprechend 22,82%, CaO. 

Es zeigte sich, daB die betreffenden Salze in der Kalte in KOH teilweise 

léslich sind. Beim wiederholten Behandeln derselben mit KOH auf der 

d Schiittelmaschine blieben nur geringe Mengen ungelést. Diese erwiesen 
sich als oxalsaures Ca. 


: (CO,),Ca + H,O. Gef.: 37% CaO. 
Ber.: 38,38°, CaO. 

‘ Der in Kalilauge lésliche Anteil fiel beim Kochen der Lésung aus. Dieses 
, Verhalten ist fiir traubensaures Ca charakteristisch. Nach dem Lésen der 
ni erhaltenen Substanz in Salzséiure und Fallen mit Ammoniak in der Hitze 
- wurde die Substanz in kristalliner Form erhalten. 
is 0,1305 g Substanz gaben 0,0708 g CaSQ,. 
n- (C,H,O,)Ca4H,O. Gef.: 22,35% CaO. 
» Ber.: 21,54°, CaO. 
o Die erhaltene Lésung gab Riminis Reaktion auf Acetaldehyd. Nach 

dem Abdestillieren von etwa 100 ccm war diese Reaktion stark positiv. 
d Nach dem Versetzen des Destillats mit Dimedonlésung erfolgte Kristallisa- 
ar tion von Acetaldomedon, Schmelzpunkt 137°, in Mischung mit einem 
. reinen Praéparat trat keine Schmelzpunktsdepression ein. 


Versuch 68. 62 g¢ Ca-Gluconat mit insgesamt 4 Molen 3°igen Wasser- 
4 stoffsuperoxyds. Aufarbeitung: 2,66 g in Essigséure unléslicher Riickstand, 
der sich wie in Versuch 14 verhielt. Die Lésung ergab hier Formaldomedon 
positive Pentosenreaktion mit Phloroglucin sowie Orcin, Ameisen- und 
Essigsféure wurde wie bisher erhalten. Aus der Mischung der Polyoxyséuren 


a wurde keine einheitliche Substanz abgeschieden. Ahnlich verhielt sich 
‘. ein Versuch, bei dem kein CaCO, zugesetzt worden war, nur da der Ver- 


brauch von 4 Molen Wasserstoffsuperoxyd 14 Tage wahrte, wahrend in 
Gegenwart von CaCO, nur 4 Tage erforderlich waren. 

Ein Versuch mit zuckersaurem Kalium ergab keine Spur eines Kon- 
densationsprodukts mit Dimedon, ebenfalls kein Ag-Acetat; Pb-Formiat 
nt konnte nur in relativ geringer Menge erhalten werden, die Lésung reduzierte 
stark Fehlingsche Lésung, von einer eingehenderen Untersuchung wurde 


l- 
jedoch abgesehen. 
' K. Bernhauer und K. Schén, H. im Druck. 
if - 
.s- 
tz 
en 
on 
en 











Uber die Charakterisierung der Stimme von Aspergillus niger, 


ll. Mitteilung: 


Die Bedeutung saurer Substrate fiir die Charakterisierung und Ziichtung 
der Pilzstimme. 


Von 
K. Bernhauer. 
(Nach Versuchen mit H. Hdrdtl). 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 14. November 1928.) 


J. N. Currie! stellte an einer groBen Zahl von Aspergillus niger- 
Arten fest, da die Saureresistenz derselben recht verschieden ist. 
Bei einer bestimmten py findet nur mehr geringes oder kein Wachstum 
mehr statt. Der erwihnte Autor fand, daB fiir die meisten der unter- 
suchten Stimme das kritische pg-Gebiet zwischen 1,6 und 1,4 liegt 
dies entspricht ptwa n/20 Salzsiure. Weiterhin zeigte sich, daB einige 
Kulturen eine wesentlich gréBere Siureresistenz aufwiesen als dic 
anderen, und da es gerade diese waren, die sich hinsichtlich der 
Citronensaurebildung am geeignetsten erwiesen. 

Vor kurzem konnten K. Bernhauer und H. Wolf? durch Beriick- 
sichtigung des recht unterschiedlichen Verhaltens der Pilzstamme von 
Aspergillus niger beim Wachstum auf phosphorsaurehaltigen Nahr- 
lésungen zur Charakterisierung der Stamme von Aspergillus niger auf 
Grund ihres Saurebildungsvermégens einen Beitrag liefern. Es konnte 
dort auch die von Currie gemachte Beobachtung tiber die recht ver 
schiedene Saureresistenz der Pilzstimme bestatigt werden. 

Den hier mitzuteilenden Untersuchungen lagen folgende Gesichts 
punkte zugrunde: 

1. Im AnschluB an die erwihnten Ergebnisse war festzustellen 
wieweit saure Substrate zur Charakterisierung der Aspergillus niger 


t Currie, Journ. of biol. Chem. 31, 15, 1917. 
2 Bernhauer und Wolj/, H. 177, 270, 1928. 
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Siamme geeignet sind und in welchem Zusammenhang die Siure- 
resistenz der Pilzstamme mit deren Siurebildungsvermégen steht. 


2. Weiterhin sollte festgestellt werden, ob durch geeignete Auswahl] 
von Sporen und durch Ziichtung der Pilzstémme auf sauren Substraten 
das Saurebildungsvermégen derselben erhéht werden kann. 


Die Durchfiihrung der Versuche sowie einige Analysenwerte sind 
im Anhang auszugsweise wiedergegeben. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sollen im folgenden kurz zusammen- 
gefaBt werden: Durch die Verwendung von Saurezusitzen gelingt es 
gut, die Pilzstimme mit dem gréBten Saurebildungsvermégen auf 
Grund ihrer Saureresistenz auszuwahlen. Die hier untersuchten Pilz- 
stimme erwiesen sich im allgemeinen recht saureempfindlich und ver- 
mochten daher ohne Saureabstumpfungsmittel nur geringe Mengen 
von Saure zu bilden, waihrend das Saurebildungsvermégen in Gegen- 
wart von CaCO, zumeist bedeutend gréBer war'. Hinsichtlich ihrer 
Resistenz gegeniiber verschiedenen Sauren verhielten sich die einzelnen 
Pilzstimme recht verschieden. So erwies sich beispielsweise Stamm 7 
in Versuchen mit Salzsiure als der beste Saurebildner, nicht aber in 
Versuchen mit Phosphorsiiure. Auch bei Verwendung verschiedener 
Stickstoffquellen machten sich gewisse Unterschiede geltend. Von 
besonderem Interesse war die Beobachtung, daB bei Durchfiihrung 
einer groBen Anzahl von Versuchen sich jeweils irgend eine Kultur 
durch ihre tippige Mycelentwicklung oder erhéhte Saurebildung her- 
vorhob. (Wurden nun mit Sporen solcher Kulturen neue Versuche 
geimpft, so zeigten solche Kulturen ein vielfach bedeutend stirkeres 
Siurebildungsvermégen als die friiheren. Jedenfalls geht aus diesen 
Versuchen hervor, daB durch systematische Fortziichtung solcher 
Kulturen Stémme mit erhéhtem Saurebildungsvermégen gewonnen 
werden kénnen, und durch die vorliegende Untersuchung scheint der 
Weg, auf dem hier ein Erfolg erzielt werden kann, gewiesen zu sein. 
Bei Weiterziichtung der Durchschnittsversuche war jedoch kein Effekt 
zu bemerken. 


Auszug aus den Versuchsprotokollen. 


Methodisches. In Erlenmeyerkolben von 300 ccm Inhalt wurden je 
100 cem Nahrlésung nach dem Sterilisieren mit einer bestimmten Menge 
Saure versetzt, um die gewiinschte Aziditaét zu erzielen, und nun die Pilze 
hei 35 bis 36° zur Entwicklung gebracht; nach bestimmten Zeiten wurden 
je 2cem Fliissigkeit entnommen und durch Titration die Aziditat ermittelt. 
In den folgenden Tabellen ist stets die hieraus fiir 100 ccm Fliissigkeit 
berechnete Aziditat in Kubikzentimetern verbrauchter n/10 Natronlauge 
wiedergegeben, und zwar nach Abzug der zugesetzten Séuremenge; da 


1 Bernhauer, diese Zeitschr. 197, 278, 1928 u.a.a. O. 
Biochemische Zeitschrift Band 205. 16 
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nur Vergleichswerte ermittelt werden sollten, spielt der hierbei gemac! 
Fehler keine Rolle. Alle mitgeteilten Zahlen stellen zumeist Mittelwe) 
aus zwei bis vier Vresuchen dar. 


Versuche mit Ammonnitrat und Salzsdure. 


In Versuchsreihe 5 (Versuche 71 bis 127) wurden die verschiedenc 
Pilzstamme hinsichtlich ihrer Widerstandsfahigkeit gegeniiber verschiedene: 
Salzsiurekonzentrationen verglichen und zugleich hinsichtlich ithres Saéur 
bildungsvermégens gepriift. Die verwendete Nahrlésung bestand eben 
wie in den Versuchsreihen 6, 7, 9 aus 10°, Rohrzucker, 0,2°, NH,NO 
0,1°, KH, PO, 005°, MgSO, 0,005°, MnSO, und verschiedenen Sal 
siuremengen. In Tabelle | sind der Kiirze halber nur die bei Verwendu: 
verschiedener Salzsiurekonzentrationen nach bestimmten Zeiten a 
gefundenen Maxima der gebildeten Aziditat wiedergegeben. 


T abe lle J. 








Stamm |! Stamm 2 Stamm 3 Stamm 4 
HCl ——_—— = . . — — 
com Tage ccm Tage com | Tage ccm rage 
n/20 28 14 92 i4 a |. § 35 5 
n/30 32 5 70 14 31 6 41 17 
n/40 95 14 90* 10 39 5 23 a) 
Stamm 5 Stamm 6 Stamm 7 
HCl —T — - 
com Tage ccm Tage com Tage 
n/20 30 5 54 17 109 17 
n/30 39 17 99 17 178 i4 4 
n 40) 71 17 167 14 213* 14 


Erge’misse. Es zeigte sich, daB die verwendeten Pilzstamme unter 
den gewihlten Bedingungen mit Ausnahme von Stamm 7 nur ein 
sehr geringes Saurebildungsvermégen haben; die Verwendung von 
Salzsiure in bestimmten Konzentrationen scheint geeignet zur Aus 
wahl von gut séurebildenden Pilzstimmen. 


In Versuchsreihe 6 (Versuche 128 bis 154) wurden nur die Staimme 2 
und 7 verwendet, und zwar wurden die betreffenden Versuche von den 
in Tabelle I mit * bezeichneten Kulturen geimpft. Es geniigt auch hier 
die Anfiihrung des Saéuremaximums, das in Versuchen ohne Séurezusat7 
bei Stamm 2 am 14. Tage 106 ccm und bei Stamm 7 nach der gleicher 
Zeit 158 cem betrug; in Versuchen mit Séurezusatz war hier tiberall vic! 
weniger Saure gebildet. Ein Effekt war demnach hier nicht zu verzeichnen 

In Versuchsreihe 7 (Versuche 155 bis 166) wurden die Versuche mit 
Stamm 7 weitergefiihrt, indem von den betreffenden Kulturen der Versuchs 
reihe 6 abgeimpft wurde. In 20 Tagen wurden nun ohne Séurezusatz als 
Maximum 165 ccm erzielt. Bei dieser Versuchsreihe ergab ein Versuch in 
Gegenwart von n/80 Salzsiure bereits am zehnten Tage eine Aziditit 
entsprechend 240cem n/l10 NaOH, dagegen die betreffenden Paralle! 
versuche nur 103 bzw. 127 cem; von dem betreffenden Versuch wurde di: 
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Versuchsreihe 9 (Versuche 191 bis 202) geimpft und dabei folgende 
\ziditaten erzielt (Tabelle IT). 


Tabelle 11. 





i ’ Aziditat 
Versuch HCI 
Nr 10. Tag 15. Tag 20. Tag 25. Tag 
197—199 n 50 128 170 221 162 
200—202 0 121 173 252 313 


Ergebnisse. Bei der Durchfiihrung einer Anzahl von Versuchen 
Versuchsreihe 7) zeigte eine bestimmte Kultur des Pilzes ein bedeutend 
vréBeres Saurebildungsvermégen als die anderen; bei Weiterziichtung 
dieser Kultur auf einem gleichen Medium (Versuchsreihe 9) konnte 
das Saurebildungsvermégen des so gewonnenen Pilzstammes (7a) 
noch weiterhin erhéht werden. Ob hierbei eine Art Mutation vorliegt 
muB unerértert bleiben. 


Versuche mit Kaliummnitrat und Salzsdure. 


In den Versuchsreihen 86, 10 und 17 kam Stamm 7 in Verwendung. 
Die benutzte Nahrlésung hatte die gleiche Zusammensetzung wie im voran- 
gehenden Abschnitt, nur daB8 an Stelle von Ammonnitrat hier 0,5°,, Kalium- 
nitrat verwendet wurde. Die Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt, 
daB Versuchsreihe Sb mit Sporen des urspriinglichen Stammes geimpft 
wurden, Versuchsreihe 10 mit Sporen von Versuch 186, da dieser im Gegen- 
satz zu den betreffenden Parallelversuchen eine aéuGerst tippige Mycel- 
entwicklung zeigte, wobei jedoch die Saéurebildung viel geringer war. In 
Versuchsreihe 10 ergab Versuch 204 die stirkste Saéurebildung; mit Sporen 
dieser Kultur wurde nun Versuchsreihe 17 geimpft. Die sonstigen Versuchs- 
bedingungen, sowie die Ergebnisse gehen aus Tabelle II] hervor; als Beispiel 
fiir die sonstigen durchgefiihrten Versuche sind hier die ermittelten Analysen - 
werte etwas ausfiihrlicher wiedergegeben. 


Tabelle IIT. 





Versuch Az ditat G fe 
; HCl : ——<$—$$—$—__—— - -— 
Nr. Reihe 10. Tag 15. Tag 20. Tag 25. Tag . Tag 

179-181 9b n/40 57 109 152 211 203 . ; 
182-184 n50 115 | 144 187 6-26 Sg! ‘Whee 
185-187 n/80 102 129 150 158 267 icine 
188—190 0 87 117 141 207 277 —— 
2038-205: 10 n/80 135 152 226 270* 269 )} Versuch 
206—208 0 83 110 203 266 295 | 186 
396-399, 17 n/50 29 447¢ - ait 
400-403 | n/80 210 | 393 — | . O04 . 
404-407 0 172 339 — _ ; = 


* In Versuch 204 betrug hier das Maximum 332 ccm. 
+ In Versuch 396 betrug hier das Maximum 520 ccm. 


16* 
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Ergebnisse. Es zeigte sich, daB die Saurebildung hier in Gege, 
wart von Salzsiure zumeist gréBer war als in Versuchen ohne dies: 
Sporen von Kulturen, die sich hinsichtlich ihres Wachstums ode; 
ihrer Saurebildung auffallend anders verhielten als die betreffende 
Parallelversuche, wurden mit dem gewiinschten Erfolg zur Weite: 
ziichtung verwendet; auf diese Weise konnte eine bedeutende Erhéhuny 
des Saurebildungsvermégens erzielt werden. 

In den Versuchsreihen 8a und 13 kam Pilzstamm 2 in Verwendun, 
Zur Demonstrierung des Einflusses der Salzsiure auf die Sdaurebildung | 
seien die Ergebnisse in méglichst kurzer Form angefiihrt (Tabelle IV). Da 
sich hierbei kein Versuch mit einer Besonderheit im erwéhnten Sinn« 
vorfand, hatte auch die Weiterziichtung der Sporen von Versuch 173 keinen 
Effekt auf die Saéurebildung. 

Tabelle IV. 
Maxima der Aziditaét in Versuchsreihe 8a am 25. Tage. 


Versuch 167 bis 169, HCl n/40, 179 com 
- 170 ,, 172: HCl n/50, 186 ,, 
= 173 ,, 175: HCl n/50, 301 ,, 
- 764. Te: Ba G@& Be . 


Versuche mit Ammonnitrat und Phosphorsdure. 

In Versuchsreihe 12 wurde in analoger Weise wie in Versuchsreihe 5 
vorgegangen, jedoch so viel Phosphorséiure zugesetzt, daB die Fliissigkeit 
jeweils n/10 bzw. n/20 war. Von diesen Versuchen soll in analoger Weise 
wie bei Versuchsreihe 5 nur in ganz kurzer Form das jeweilige Maximum 
der gebildeten Aziditét am 20. Tage wiedergegeben werden. 


Tabelle V. 





Hg PO, Stamm 1 Stamm 2 Stamm 3 Stamm 4 Stamm 5 | Stamm 6 Stamm 7 
n/10 33 144 25 45 107 205 96 
n/20 37 158 37 42 155 213 99 


Ergebnisse. Bemerkenswert verhielten sich hier hinsichtlich der 
Saurebildung die Stéimme 2 und 6, alle anderen Stamme zeigten nur 
ein geringes Siurebildungsvermégen, und darunter auch Stamm 7, 
der sich in den bisherigen Versuchen als der beste Saurebildner in 
saurer Liésung erwiesen hatte. Auch hier konnten einige Versuche 
verzeichnet werden, die sich hinsichtlich der Saéurebildung stark tiber 
den Durchschnitt erhoben, doch unterblieb die Weiterfiihrung der 
Versuche aus duBeren Griinden. 








Die Fehlerquellen der Tyrosin-, 
Phenol- und Harnsiurebestimmung mit Phosphorwolframsiure. 


Von 
E. Seheiner. 


{Aus dem chemischen Laboratorium der psychiatrischen Universititsklinik 
zu Florenz (Italien).} 


(Eingegangen am 15. November 1928.) 


Das Wolfram gehért zu den Schwermetallen der Chromgruppe, 
und wie die anderen Elemente dieser Gruppe ist es einerseits durch 
seine Fiahigkeit charakterisiert, mit variablen Valenzen Verbindungen 
zu bilden, andererseits durch die Eigenschaft, aus seinen komplexen 
Verbindungen bei Einwirkung von Reduktionsmitteln in die gelbe 
oder farblose Oxydform iiberzugehen, die in Alkalien blau gefarbt 
erscheint. Eine komplexe Polyséureverbindung, die Phosphorwolfram- 
siure, gebért zu den gewoéhnlichen Reagenzien des biochemischen 
Laboratoriums. Es war das Verdienst von Drechsel, die Phosphor- 
wolframsiure zuerst zur Isolierung von Aminen aus tierischen und 
pflanzlichen Extrakten benutzt zu haben. Abgesehen von der Dar- 
stellung von Aminen, war die Phosphorwolframsaure immer ein sehr 
geschatztes Reagens fiir den qualitativen Nachweis von Harnsiure 
und Phenolderivaten, mit denen sie eine schéne Blaufirbung gibt 
Diese qualitative Reaktion haben im Jahre 1912 Folin und Denis (1) (2) (3) 
in mehreren auBerst feinen kolorimetrischen Methoden ausgearbeitet, 
die wegen ihrer Einfachheit bald die alten gravimetrischen und titri- 
metrischen Verfahren der Harnsaure-, Phenol- bzw. Tyrosinbestimmung 
iiberall verdringt haben. In allen methcdologischen Hand- und Lehr- 
biichern haben diese von den beiden amerikanischen Forschern ein- 
gefiihrten kolorimetrischen Methcden Aufnahme gefunden, und es 
gibt heute nur wenige Laboratorien, die diese Verfahren nicht anwenden 

In allen Modifikationen werden die Folin-Denisschen Reagen- 
zien (4) (5) im wesentlichen aus einem Salz der Phosphorwolframsaure 
und Phosphorsiure durch zweistiindiges Kochen dargestellt. Die 
so entstandene komplexe Polyphosphorwolframsaure unterscheidet 
sich von der gewéhnlichen H,PO,-+ 11 WO, durch ihre gréfere 
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Labilitat gegeniiber Reduktionsmitteln. In der Tat gibt eine 10° 
Phosphorwolframsaure in HCl oder H,SO, dieselbe Farbenreakti: 
wie das von Folin und Denis dargestellte Reagens, nur ist die ent 
stehende Farbung weniger intensiv, so daB die Reaktion in verdiinnt: 
Reduktionsmitteln gianzlich ausbleiben kann. Auch der Zusatz vo 
Phosphormolybdansaure oder von As,O; haben nur den Zweck. dix 
Empfindlichkeit des Reagens zu erhéhen, die reagierenden Verbindunge: 
bleiben jedoch dieselben wie bei der Phosphorwolframsaure. Bei manche: 
Autoren findet man die Behauptung, je langer man das Saéuregemisc), 
koche, desto wirksamer werde das Reagens, das man erhilt. Nach 
meiner Erfahrung jedoch ist die Erhéhung der Wirksamkeit nach 
vier- bis fiinfstiindigem Kochen (besonders bei dem Arsenphosphor 
wolframsaurereagens) durch die Selbstreduktion des Sauregemisches 
bedingt. In diesen Fallen erhailt man bei der Blindreaktion (Reagens 

Na,CO,) eine mehr oder weniger intensive Blaufiirbung. Uber ahn 
liche Selbstreduktion berichtet auch Pincussen (6). Uber die Reduktion 
des Reagens durch Verunreinigung mit zweiwertigem Eisen wird spiter 
die Rede sein. 

Obwohl die auf dem Prinzip der Reduzierbarkeit der Phosphor 
wolframsaure aufgebaute kolorimetrische Methode seit ihrer Ein 
fiihrung allgemeine Beliebtheit findet, fehlen auch die strengen Kritiker 
der Methode nicht, wie Abderhalden (7), Fiirth(8) u. a. Die Kritik 
dieser Autoren griindet sich im wesentlichen auf die manchmal para- 
doxen Bestimmungsresultate dieser Methoden im Vergleich mit anderen 
hauptsachlich mit den gravimetrischen Verfahren. Merkwiirdig ist 
da8B man nach Ansicht der Verfasser der kolorimetrischen Bestimmungen 
meistens geneigt war, die hohen Werte dieser Methode ohne Ausnahme 
der Gegenwart von Polyphenolen zuzuschreiben [Tisdall (9) u. a.) 


Die Reduktion des Phosphorwolframsiaurereagens. 


Schon in ihrer ersten Arbeit haben Folin und Denis angenommen 
daB ihre Reaktion in der Reduktion der Phosphorwolframsaure besteht 
Sie schrieben: ,,... we conclude that the active compound is probably 
reduced by the uric acid or phenol derivatives in acid solution and 
that the reduced compound gives blue salts on adding the alkali* 
Sie haben verschiedene aliphatische und aromatische Verbindungen 
auf ihre Fahigkeit, das Reagens zu reduzieren, gepriift: und festgestellt, 
daB die Reaktion nur durch Harnsaure und Phenolderivate erzielt 
werden kann. Spiter gaben sie noch zu, daB Pepton und Zucker das 
Reagens ebenfalls reduzieren. Durch einen Zufall dazu veranlaBt (zu 
einer AuBerst verdiinnten Phenollésung wurde Folin-Denis-Reagens 
und dann aus Versehen anstatt Na,CO, eine 1°/,,ige Ferrosulfat- 
lésung zugesetzt, wobei eine auberst intensive Blaufarbung entstand), 
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entschloB ich mich, die Reduktionsbedingungen dieser interessanten 
komplexen Polysaure systematisch zu untersuchen. Es wurden zuerst 
Metalle, dann andere anorganische Reduktionsmittel, anorganische 
Salze, aliphatische Verbindungen, schlieBlich eine Anzahl aromatischer 
Verbindungen untersucht. 

Wenn man gasformigen Wasserstoff aus einem Aippschen Apparat 
in die Reagenzlésung einleitet, so wird sie auch nach langerer Zeit 
nicht reduziert. Wenn man wahrend der Gaseinleitung die Saure 
erwarmt, erfolgt eine geringe Reduktion, die nach Alkalisierung mit 
Na, CO, sichtbar wird (Blaufarbung der Lésung). 

Metalle lésen sich in dem Reagens unter Wasserstoffentwicklung 
und sehr intensiver Blaufarbung der Lésung. Die Firbung erscheint 
augenblicklich bei allen Metallen mit Ausnahme von Cu, bei dem man 
eine allmahlich steigende Intensitat der Farbe beobachtet. Durch 
Zusatz von konzentrierter H,SO, oder HNO,, wahrend die Reaktion 
im Gange ist, verschwindet die Blaufirbung. Nach vollstandiger 
Auflésung der Metalle ruft die Alkalisierung keine Vertiefung der 
blauen Farbe hervor. 

Tabelle I. 





Metalle Nach Zusatz der Saure Nach Zusatz von Na, CO, 
on Intensive Blaufarbung Keine Vertiefung 
ak 6 ses ra 9 9 @ 
oe ee ees Allmablich auftretende Farbung ‘ ¥ 
a ee Intensive Blaufarbung a < 
ee ‘ ao » e 


Es handelt sich um eine Reduktion durch nascierenden Wasserstoff. 
Die Reaktion ergibt die gréBtméglichste Farbenintensitaét schon im 
sauren Milieu, die Farbe verblaBt auch nach Tagen nicht, eine Er- 
scheinung, die das Reagens von Folin und Denis von einer gewohnlichen 
Phosphorwolframsaurelésung unterscheidet. Auch in dieser lésen sich 
Metalle unter anfanglicher Blaufairbung, die aber bald in eine schmutzig- 
braune Farbung tibergeht. 

Anorganische Metallsalze geben mit dem Reagens keine Blau- 
farbung. Eine Ausnahme bilden die Stanno- und Ferroverbindungen 
Die Stannosalze dienen iibrigens seit langem zur Erkennung von 
Wolframverbindungen. Bei der Reduktion von Stannochlorid mit 
Wolframverbindungen entsteht zunachst ein gelber Niederschlag von 
WO,, nach Zusatz von HCl zum Niederschlag und Erwairmen erhalt 
man die Blaufarbung durch Bildung von W,0O,. Die Reduktions- 
fahigkeit der Stannoverbindungen ist jedoch ziemlich begrenzt, und 
eine 1°/,,ige Lésung von Stannochlorid gibt weder einen Niederschlag 
noch Blaufirbung nach Zusatz von Na,CQ,. 
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Die Reduktion des Reagens durch Ferroverbindungen. 


Ganz anders sind die Verhaltnisse bei der Reduktion durch zw: 
wertiges Eisen. Nach Zusatz von einigen Tropfen des Folin-Denissch: 
Reagens zu einer Ferrosalzlésung entsteht sofort eine Blaufarbuny 
deren Intensitit dem Eisengehalt der Lésung proportional ist. In 
sehr verdiinnten Ferrosalzlésungen entsteht nach dem Zusatz de: 
Saure noch keine Farbung, wohl aber nach der Alkalisierung mit Na, CO 
Ein Vorteil dieser Reaktion ist, dab das entstehende Ferricarbonat in 
sehr verdiinnten Lésungen nicht ausfallt, eine Eigenschaft, die es 
ermoglicht, zweiwertiges Eisen kolorimetrisch zu bestimmen. Ferri 
verbindungen geben diese Reaktion nicht, sie miissen erst in die Ferry 
form iiberfiihrt werden. Die Feinheit dieser Ferroreaktion ergibt sich 


aus der Tabelle II: 
Tabelle 11. 





Eisensalz Konzentration Nach Zusatz des Reagens Nach Zusatz von Na,CO 
Ferrisulfat . . 1g:100 Keine Reaktion Keine Reaktion 
Ferrosulfat . . Lg:10  Dicke, sirupése blaue Keine Vertiefung de: 

Fliissigkeit Farbe 
‘ 1 mg: 100 Geringe Blaufarbung Intensiv vertieft 
a 1/49mg:100 Keine * Kolorimetrisch brauch 
bare Blaufarbung 
Ferrochlorid . Img:100 Geringe = Intensiv vertieft 
* 1/59 mg: 100 Keine Farbung Geringe Blaufarbung 


kolorimetrisch brauchba 


Wir besitzen in der von Folin und Denis eingefiihrten Phosphor- 
wolframsaure ein Reagens fiir zweiwertiges Eisen, dessen Empfindlich- 
keit nur mit den Rhodansalzen fiir dreiwertiges Eisen verglichen werden 
kann. Das Reagens besitzt sogar den Vorteil, daB seine Empfindlichkeit 
unabhingig von dem Salzgehalt der Léisung ist. Es unterscheidet sich 
von den durch Rhodansalze hervorgerufenen Rotfarbungen auch 
dadurch, daB die Reaktion in sehr verdiinnten Ferrosalzlésungen erst 
nach Alkalisierung mit Na,CO, erscheint. Es besitzt den Nachteil 
daB die Reaktion nur nach Veraschung absclut spezifisch ist und auch 
das nur, wenn in der Aschenlésung keine anderen reduzierenden Metall- 
salze sich befinden. Nach Ausschaltung dieser Méglichkeiten kann 
die Phosphorwolframsaure zur Eisenbestimmung ebensogut benutzt 
werden wie die Titration mit Kaliumpermanganat. 


Sonstige anorganische Reduktionsmittel. 

Einige anorganische Reduktionsmittel haben deswegen eine grobere 
Bedeutung, weil sie in biologischen Fliissigkeiten oft vorkommen 
Die durch die in der Tabelle aufgezeichneten Reduktionsmittel ent 
standene Blaufirbung ist verhaltnismaBig gering, mit Ausnahme von 
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Tabelle III. 





teduktionsmittel Konzentration Nach Zusatz des Reagens Nach Zusatz von Nay CO, 


H,S | — Keine Reaktion Intensive Blaufarbung 
. Gesattigte } Er aes 
Ldeun ‘ (ohne urwarmen 
NH,)g5. ® || Intensive Blaufarbung Keine Vertiefung 
H,SO, .. . | 20% ig. Lés.| Keine i Geringe Farbung, 
starker nach Erwirmen 
_. iMie. , u * Keine Blaufairbung 
i 6's... ORM . a Fliichtige, aber inten- 
sive Blaufarbung 
HJ... . . |Konz. Lésung a a Intensive Blaufarbung 


H,S und den zugehérigen Sulfiden, wenn man die Reaktion in der 
Kalte anstellt; sie wird starker, wenn man die Phosphorwolframsiure- 
ljisung erwirmt, aber in keinem Falle erreicht die Blaufirbung die 
Intensitat der Ferrosalzreaktionen. 

Es gibt also kein anorganisches Reduktionsmittel, welches nicht 
imstande ware, die Phosphorwolframsiure anzugreifen, mit Ausnahme 
von HNO,, deren Wirksamkeit durch die gleichzeitig ausgeiibte oxy- 
dierende Wirkung zerstért wird. Auch der geringere Grad der 
‘teduktionskraft von H,SO,, H,O, ist durch die gleichzeitige Ein- 
wirkung von oxydierenden Gruppen erklirlich. 


Reduktion durch organische Verbindungen. 


Unter den aliphatischen Verbindungen kommen als Reduktions- 
mittel zunichst Aldehyde in Frage, besonders gegeniiber Metallsalzen. 
Die Eigenschaft der Aldehyde, Silbersalze zu metallischem Silber zu 
reduzieren, lieS erwarten, daB sie ebenfalls fahig sind, eine so leicht 
reduzierbare Verbindung wie die Phosphorwolframsaure zu reduzieren. 
Ich muBte aber feststellen, daB gerade Aldehyde gegeniiber dem 
Reagens sich besonders indifferent verhalten. Wenn wir aber bedenken, 
daB Aldehyde gleichzeitig als Reduktions- und Oxydationsmittel auf- 
treten kénnen, dann miissen wir es selbstverstandlich finden, daB in 
den Reaktionen der Aldehyde mit Phosphorwolframsaurereagens keine 
Blaufarbung auftritt, eine Erscheinung, die wir auch bei der Reduktion 
durch HNO, und H,O, schon gesehen haben. 


Die Labilitét der Aldehyde ungesattigter Alkohole wird durch 
die mehrfache Bindung der Kohlenstoffe erhéht, deren Folge ist, dab 
sie das Phosphorwolframsaurereagens leicht reduzieren. So gibt Acrolein, 
ein Allylaldehyd (CH,=CH—CHO), eine ziemlich starke Blaufarbung 
auch ohne Erwirmen. Eine noch stairkere Reaktion gibt Crotonaldehyd. 


Viel interessantere und als Fehlerquellen bei den Bestimmungen 
fast immer in Betracht kommende Reaktionen sind solche, die man 
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mit Kondensationsverbindungen von Aldehyden erzielen kann. Wahr 
Formaldehyd das Reagens weder in der Kalte noch in der Warm 
reduziert, tritt dagegen eine auBerst starke Reaktion auf, wenn ma: 
die Reaktion mit Aldehydharz ausfiihrt. Kocht man | cem eine: 
Formalinlésung mit konzentrierter NaOH, so entsteht in wenige; 
Sekunden eine braungelbe Lésung von Aldehydharz, die, mit den 
Reagens versetzt, eine auberst intensive Blaufarbung hervorruft. Fa|! 
man die braune Lésung in einem MaBkolben mit Wasser auf ein Lite: 
so gibt noch l ccm der so verdiinnten Lésung eine intensive Fo/ 
Denissche Reaktion. Dieselbe Reduktion erhalt man mit den Ko: 
densationsprodukten von Acetaldehyd und anderen Aldehyden. 

Die Zucker, Hexosen wie Pentosen, zeigen insofern ein von «« 
Aldehyden abweichendes Verhalten gegeniiber dem Phospherwolfram 
saurereagens, dab sie alle die Blaufarbung hervorrufen. Die dure! 
Hexosen erfolgte Reduktion ist jedoch gering, und die Blaufarbung 
hért schon in einer Konzentration von 1: 100 auf. Polysaccharicd 
geben keine Reaktion. In der Hydrolyse der Polysaccharide treten 
Kondensationsprodukte auf, die sich dem Reagens gegeniiber ebenso 
verhalten wie Aldehydharze. Je langer die Hydrolyse dauert, desto 
intensiver reduziert die Lésung. 


Der Entstehung harziger Produkte darf auch die Tatsache zu 
geschrieben werden, dab bei der Behandlung von einwertigen Alkohole: 
mit héherer Kohlenstoffzahl durch energische, wasserentziehence 
Mittel ebenfalls Verbindungen entstehen, die eine intensive Foli» 
Denissche Reaktion geben (Butyl-, Amylalkohol). 


Nach Folin und Denis reagieren aliphatische Sauren nicht mit 
Phosphorwolframsaure. Diese Behauptung stimmt mit Ausnahny 
von Ameisensiure und der Reihe der ungesattigten Fettsauren 
Ameisensiure reduziert das Reagens ebenso intensiv wie Glucos 
(1: 100). Sehr energisch erfolgt dagegen die Reduktion durch Olsaur: 
Die Priifung dieser fiir biologische Fliissigkeiten so wichtigen un 
gesittigten Saure kann nur in alkoholischer Lésung ausgefiihrt werden 
indem man nicht Na,CQO,, sondern NaOH als Alkali benutzt. Wen: 
man zu einer alkoholischen Lésung von Olsaiure einige Tropfen des 
Phosphorwolframsaurereagens zusetzt, entsteht eine glblicher Nieder 
schlag, der durch nachfolgende Behandlung mit NaOH sich stark 
dunkelblau farbt. Dieselbe Reaktion wird von einer wasserigen Emulsion 
von Natriumoleat gegeben. Ein alkoholischer Serumextrakt gibt !« 
obiger Behandlung ebenfalls einen blauen Niederschlag, der leic)t 
abzentrifugiert werden kann. Die starke Blaufarbung des Serums 
mit dem Reagens von Folin-Denis scheint im wesentlichen eine 
gesattigte Fettsdurereaktion zu sein. 
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Die Verbindungen der Puringruppe geben mit Ausnahme der 
Harnsaure keine Blaufarbung. Die Bedingungen der Reduktion durch 
Harnsaure sind bekannt. 


Reduktion durch aromatische Verbindungen. 


Bei dem Studium der durch aromatische Verbindungen erzielten 
RKeduktionen erscheint am klarsten die Unspezifitat der beiden von 
Folin und Denis eingefiihrten Reagenzien. Wenn es feststeht, dai 
Phenole die Phosphorwolframsiure (der Zusatz der Molybdinsaure 
dient nur zur Erhéhung der kolorimetrischen Reaktionsgrenze) redu 
zieren, so steht auch fest, daB eine unglaublich groBe Anzahl von 
aromatischen Verbindungen mit dem Reagens eine ebenso starke, 
manchmal sogar starkere Farbung geben, obwohl sie nichts oder wenig 
mit Phenolen zu tun haben. Dabei gilt als Gesetz, dab alle aromatischen 
Verbindungen, die durch Reduktionsprozesse entstehen, die Folin- 
Denissche Reaktion geben, und zwar desto intensiver, je labiler und 
reaktionsfahiger die Verbindung ist. Am reaktionsfahigsten sind die 
Amine, die durch Reduktion von Nitroderivaten entstehen. 


T abe lle I V. 





Qualitativ nach- 


. Nach Zusatz “ . 
Verbindung Nach Zusatz von Alkali weisbare Grenze be: 
des Reagens Konzentration 
Benzolderivate : 
SEs ce ss Keine Farbung Keine Farbung 
Nitrobenzol . . . . = . ™ - 
Aminobenzol . . . " Starke Blaufarbung 0.5 mg : 10 cem 
l"henolderivate : 
We «we sw . . Geringe . 50.0 . :10 , 
Nitrophenol . . . * Keine Farbung : 
Aminophenol . . = Sehr starke Farbung OF « :Cs 
Aldeh ydderivate : 
Benzaldehyd. . . - * Keine Farbung 
Nitrobenzaldeh yd » " » 2 
Aminobenzaldeh yd z ‘ Sehr starke Farbung a = te « 


Bei den Di- und Polyphenolen kann man eirie ahnliche Reihe auf.- 
stellen, woraus sich ebenfalls ergibt, daB die intensivste Blaufarbung 
Aminoderivate geben, die eine qualitative Reaktionsgrenze von 
0.01 mg: 10 erreichen (Adrenalin). 


Von anderen Benzolderivaten gibt Phenylhydrazin eine auberst 
starke Blaufarbung mit dem Reagens. Ein Sulfoderivat, die p-Améino- 
benzolsulfonsdure (Sulfanilsiure) gibt ebenfalls eine starke Reaktion 
Wie die Reaktionsfahigkeit durch die Einfiihrung von Aminogruppen 
erhéht wird, beweist die auBerst intensive Reduktion der Phosphor- 
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wolframsiure durch p-Phenylendiamin. Gegeniiber der verhiltnis. 
maBig geringen Reduktionsfahigkeit von Anilin geben schon Spuren 
dieser Diaminoverbindung eine Blaufarbung mit einer Intensitat. dic 
nur mit derjenigen von Adrenalin verglichen werden kann. 

Naphthalin und Anthracenderivate geben unter den erwahnten 
Bedingungen ebenfalls die Folin-Denissche Reaktion. 

Die Leukobasen der Triphenylmethanfarbstoffe reduzieren auch 
das Reagens, indem sie durch Farbstoffbildung eine Mischfarbe mit 
den blauen Oxyden des Wolframs geben. 

Mit Uberraschung muBte ich bei meinen Untersuchungen fest 
stellen, daB einige natiirliche Farbstoffe die Folin-Denissche Reaktion 
geben. Bei der Ausfiihrung der Reaktion mit Himatoxylinlésungen 
wird der Eigenfarbstoff durch die Reduktion so zerstért, daB bei der 
Alkalisierung nur die rein blaue Wolframfarbe eintritt, ohne eine Spur 
von dem violetten Farbton des Hamatoxylins in alkalischer Lésung 
Die blaue Farbung tritt noch in Lésungen auf, die so stark verdiinnt 
sind, daB die Eigenfarbe vollstandig verschwunden ist. Die Reduktion 
der Phosphorwolframsaure mu8 als feinstes Reagens zum Nachweis 
von Hamatoxylin betrachtet werden. 

Hamoglobin, Hamatin, Chlorophyll geben mit dem Reagens 
ebenfalls eine starke Blaufarbung. Bei dem Blutfarbstoff nimmt die 
Lésung durch Mischfarbenbildung einen griinlichen Ton an. 

Was noch zuletzt die Proteine betrifft, mu8 bemerkt werden 
daB sie keine nennenswerte Folin-Denissche Reaktion geben. Eine 
Kiera)}buminlésung gibt nur eine auBerst schwache Blaufarbung, die 
beim Erwarmen etwas stirker wird (wohl infolge beginnender Hydro 
lyse). Serum, aus welchem durch Fallung mittels Alkohol die Fett 
siureester entfernt werden, gibt ebenfalls kaum eine merkliche Blau 
farbung. Seidenpeptonlésung dagegen gibt eine Reaktion, deren 
Intensitét derjenigen von Phenollésungen entspricht. 


Uber die Fehlerquellen der Bestimmungen nach Folin und Denis. 


Aus den dargestellten Versuchen geht nun hervor, daB die 


Phosphorwolframsaure, besonders die von Folin und Denis eingefiihrte 
komplexe Polysdure allen leicht oxydablen Verbindungen Sauerstoff 
abgeben kann, wenn die reduzierende Verbindung nicht gleichzeitig 
auch oxydierende Eigenschaften hat. Es ist also kein Wunder, dai 
die von den amerikanischen Forschern eingefiihrte Methode, tibera!! 
wo sie angewendet wurde, zu hohen, manchmal paradoxen Werten 
fiihrte. 

In der ersten Arbeit behauptete noch Folin: .,... in the case 
of more complex aromatic it is particularly, if not exclusivel) 
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those containing a hydroxil group in the para-position which gives 
the eolour**. Recht bald konnten aber Gortner und Holm (10) be- 
weisen, daB Tryptophan, Indol und Indolderivate ebenfalls die Blau- 
firbung hervorrufen, daB das Reagens auch von Ferroverbindungen 
reduziert wird. Auf Grund von Kontrolluntersuchungen lehnten auch 
Firth und seine Schiiler die Methode ab, da ,,das Folinsche Reagens 
Farbenreaktionen mit Reduktionsmitteln verschiedenster Art gibt, 
so mit Schwefelwasserstoff, Ammoniumsulfid, Zinnchloriir, Acetaldehyd 
und Formaldehyd* (die Reduktion des sogenannten Harnsiurereagens 
durch die Aldehyde konnte ich jedoch nicht bestatigen). 

Nachdem also schon erfahrene Forscher die von Folin und Denis 
eingefihrte Methode (an den spateren Modifikationen der Methode 
haften dieselben Fehler, sie werden sogar durch die Erhéhung der 
Empfindlichkeit gréBer) ablehnen, bliebe nur noch iibrig, die sicher 
vorhandenen Fehlerquellen nach Méglichkeit naher zu definieren. 
Durch welche Verbindungen werden die Resultate von Thyrosin- 
bestimmungen in Hydrolysefliissigkeit beeinfluBt ? Wenn man bedenkt, 
daB Hydrolysate stets gefairbt sind, so ergibt sich aus dem, was ich 
oben von den Reduktionen durch gefarbte Kondensationsprodukte 
sagte, daB der gréBbte Fehler der Bestimmungen in Hydrolysaten bei 
diesen Kondensationsprodukten zu suchen ist, die wohl in keiner Hydro- 
lyse von Proteinen fehlen. Es ist mir nun tatsichlich gelungen, bei 
der Caseinhydrolyse niedrigere Tyrosinwerte zu erhalten, wenn ich 
die Bestimmung nach Entfarbung der Hydrolysefliissigkeit durch 
. Kohle ausfiihrte. Diese niedrigen Werte sagen aber trotzdem wenig, 
weil wir einerseits noch nicht bestimmt wissen, ob Kohle Tyrosin 
adsorbiert oder nicht, andererseits weil jede Kohle Eisen enthalt, 
welches als Ferroverbindung wahrend der Entfarbung in Lésung geht. 
Tatsachlich konnte ich keine Kohle finden, die nach einer Extraktion 
durch verdiinnte Salzsiure nicht eine Folin-Denissche Reaktion gab. 
Es gibt also keine Hoffnung, die Folin-Denissche Methode auf diesem 
Wege zu verbessern. 

Eine andere Fehlerquelle liegt in der Méglichkeit der Gegenwart 
von aromatischen Aminen in der Hydrolyseflissigkeit, deren Ent- 
fernung vor der Bestimmung recht umstandlich ware. 

Die dritte, aber nicht zu vernachlassigende Fehlerquelle, die wir 
schwer jemals ausschalten werden, besteht in der Ubiquitat des Eisens, 
welches in unseren Reagenzien teils zweiwertig, teils dreiwertig vor- 
handen ist. Wahrend letzteres die Reaktion nicht stért, geniigen 
schon minimale Mengen (0,1 mg: 10ccem) von Ferroeisen, um eine 
Tyrosinbestimmung illusorisch zu machen. Um diese Fehlerquelle 
nur einigermaBen auszuschalten, miiBte man die fiir die Hydrolyse 
verwendete Salzsiure auf méglichste Eisenfreiheit untersuchen. 
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Die Fehlerquellen der Bestimmung nach Folin und Denis kommen 
in noch erhéhtem Mabe zur Geltung bei Harnuntersuchungen. Tisda// 
hat auf diese Fehlerquellen zuerst bei Phenolbestimmungen hingewiese: 
Nach ihm entstehen wahrend der Behandlung des Harns mit Minera! 
siuren Verbindungen, die das Reagens stark, starker sogar als Phenol 
reduzieren. 

Dieser stark reduzierende Kérper im Harn ist der Harnfarbstoff 
selbst. Wenn wir den Harn nach dem Verfahren von Weiss fraktionieren 
so kénnen wir keine Fraktion finden, die nicht eine starke Blaufarbung 
mit dem Phosphorwolframsaurereagens gibt. Wenn wir die Harnsaure 
mit ammoniakalischer Silberritratlésung ausfallen und das iiberfliissiy: 
Silber aus dem Harn entfernen, die Phenole nach Ansiuerung mit 
Ather ausschiitteln, bleibt noch der gréBte Teil der Folin-Denisschen 
Reaktion im Harn. Wenn wir aber mit Bleiessig und Ammoniak die 
Harnpigmente ausfallen, gibt die vollstandig entfirbte Lésung nur 
Spuren von Blaufirbung. SchlieBlich wissen wir, daB alle méglichen 
tierischen und pflanzlichen Farbstoffe das Phosphorwolframsaure 
reagens stark reduzieren. 


Zusammenfassung. 


1. Alle die von Folin-Denis und Mitarbeitern eingefiihrten Farlh 
reagenzien auf Harnsiure, Tyrosin und Phenole bestehen wesentlich 
aus einer besonders labilen komplexen Polyphosphorwolframsaure, die 
leicht Sauerstoff an reduzierende Verbindungen abgibt mit Bildung 
von blauem W,0O,. Die Eigenschaft des Reagens, Sauerstoff abzugeben 
ist ebenso unspezifisch wie die ahnliche Eigenschaft von Kaliumhyper 
manganat. Alle die kolorimetrischen Bestimmungen mit diesen 
Reagenzien sind infolgedessen als irrefiihrend zu betrachten. 

2. Alle anorganischen Reduktionsmittel, mit Ausnahme von 
HNO,, geben Blaufairbung mit den Reagenzien. H,O, gehért auch 
zu diesen Reduktionsmitteln. 

3. Zweiwertige Eisenverbindungen reduzieren die Phosphor 
wolframsiure auch in extremen Verdiinnungen mit Blaufarbung 
(0,01 mg Eisen gibt noch eine merkliche Blaufarbung). 

4. Unter den aliphatischen Verbindungen sind es besonders die 
ungesiéttigten, die eine intensive Blaufirbung mit den Reagenzien 
geben (ungesittigte Aldehyde, Fettsiuren usw.). Wahrend Form 
aldehyd, Acetaldehyd mit dem Phosphorwolframsaurereagens keine 
Blaufarbung geben, erhalt man durch Aldehydharze eine Reaktion 
die auch in Verdiinnungen eintritt, wo sonst nur Tyrosin und Adrenalin 
noch Blaufarbung geben. 

5. AuBer Phenolen geben Blaufirbung mit den verschiedenen 
Phosphorwolframsaurereagenzien alle solche aromatischen Ver 
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indungen, die durch Reduktion entstanden sind, in erster Reihe die 
yomatisechen Amine. Die Intensitét der Reduktion durch Amine ist 
ler Zahl der Aminogruppen proportional. Die Diamine reagieren 
starker als Amine. 

6. Leukobasen der Triphenylmethanfarbstoffe, tierische und pflanz- 
iche Farbstoffe, wie Hamoglobin und Chlorophyll, reduzieren ebenfalls 
sehr kraftig mit Blaufarbung. 

7. Die Fehlerquellen bei der Bestimmung nach den Folin-Denis- 
schen Methoden bestehen bei EiweiBhydrolysaten hauptsiachlich darin, 
dab die wahrend der Hydrolyse entstehenden gefarbten Kondensations- 
produkte ebenfalls mitbestimmt werden Dieser Fehler kann nur 
shwer durch Entfarbung der Hydrolysefliissigkeit eliminiert werden, 
da die zur Entfarbung benutzte Kohle immer Eisen enthalt, welches 
wahrend der Entfairbung in zweiwertiger Form in Lésung geht. 

8. Die Bestimmungen von Harnsaure, Phenol im Harn, werden 
dadurch erschwert. dab Harnfarbstoff, der bekanntlich an allen Harn- 
aiederschlagen haftet, ebenfalls eine starke Blaufarbung mit Phosphor. 
wolframsaure gibt. 
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Zur Chemie und Physiologie der Pflanzenphosphatide. 


VII. Mitteilung 
Die Phosphatide der Hefe (erste Mitteilung 


Von 
\. Grafe (Wien 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Neuen Wiener Handelsakader 


(Eingeqangen am 28. November 1928.) 


In einer Reihe von in dieser und anderen Zeitschriften veréffen: 
lichten Untersuchungen wurden die mittels Wasserdialyse aus 
betreffenden Pflanzenteilen gewonnenen Phosphatide bestimmt D 
Methodik muBte erst entsprechend durchgepriift und ihre Brauchbark 
erprobt werden, bevor an die Aufgabe herangetreten werden konn' 
die sowohl Hansteen Cranner als mir vorgeschwebt hatte. als wir dies 
Untersuchungen in Angriff nahmen, namlich die Phosphatide 
Hinblick auf die Vitamine zu untersuchen. deren Muttersubstanz 
sie zweifellos sind. 

Das Objekt, welches dazu am geeignetsten erscheint. ist die Hei 


an welcher bekanntlich von Funk die ersten klassischen Studien fiber 


Vitamine angestellt wurden. 
Die dazu von mir verwendete Hefe wurde durch Reinkultur z 
wonnen und unter streng sterilen Bedingungen weiterverarbeitet 


deren Beschreibnug hier nicht Platz finden soll. da sie ebenso gehandhab: 


wurde, wie das in allen bisherigen Untersuchungen der Fall war. ID) 
Hefe wurde in sterilen Schalen der Autolyse bei 28 bis 30° durch 


36 Stunden unterworfen und dann gegen kaltes destilliertes Wasser 


dialysiert. Das absolut klare Dialysat ergab keine Eiweibreaktion 
enthielt reichlich N und P. Mit Bleiacetat in neutraler und ammonia 
lischer Lésung ebenso wie mit Phosphorwolframsaure trat reich] 
Fallung ein. Zunachst wurden mit dem Dialysat die fair Vitamine 
kannten Farbenreaktionen vorgenommen 

30 g reines SbCl, (die Methode ist von H. v. Euler in Grafes Han 
der organischen Warenkunde. Stuttgart 1928. 5 (1). 76. beschriet 

















V. Grafe: Pflanzenphosphatide. VIIT. 257 


werden in 100 cem trockenem CHCl, bei etwa 50° aufgelést, wobei 
eine klare Lésung entsteht. Die zu untersuchende Fliissigkeit des 
Hefedialysats wurde gleichfalls in CHCl, aufgelést und davon 2 cem 
wus einer Standardpipette in eine 10-ccm-Mebflasche auslaufen ge- 
lassen. Die Pipette wurde mit Chloroform nachgewaschen und bis 
u lO cem aufgefiillt. Von dieser 20° igen Lésung entsprechen 0,2 ccm 
einer urspriinglichen Olmenge von 40 cem. Von dieser Lésung wurden 
(2cem in ein Glasrohr von etwa 10mm Durchmesser gebracht und 
2 ecem der SbCL,-Lésung dazugefiigt. Es trat eine sehr intensive Blau- 
farbung mit dem Hefedialysat ein. Quantitative Messungen wurden 
bisher mangels des dazu notwendigen. sehr kostspieligen Lovibond schen 
Tintometers nicht vorgenommen, und ein Vergleich mit anderweitig 
standardisiertem Leberél erschien zu unzuverlassig. indessen sollen in 
ler Folge solche Messungen ausgefiihrt werden. Um nur tiberhaupt 
einen Vergleichsmabstab zu erhalten. wurden verschiedene medizinisch 
ei Rachitis verwendete Lebertrane qualitativ gepriift und mit der 
Farbenreaktion des Hefedialysats verglichen. Die verwendeten Trane 
gaben in keinem Falle starkere Blaufarbung als das Hefedialysat. so 
daB wohl geschlossen werden kann, der fettlésliche Wachstumsfaktor 
sei darin in so erheblicher Menge enthalten wie im Lebertran. Zudem 
st bekannt. daB sich Extrakte oder Lésungen. welche das Wachstums- 
vitamin A in viel gréBerer Verdiinnung enthalten als die iiblichen 
Transorten. sich durch die obengenannte Methode noch nicht haben 
bestimmen lassen. Ferner trat die bekannte Bezsonoffsche Farben- 
reaktion mit dem Hefedialysat stets positiv ein. Da die Methode der 
Wasserdialyse bei unerheblich erhéhter Temperatur, wie in zahlreichen 
bisherigen Erfahrungen gezeigt werden konnte, verhaltnismabig reine 
Phosphatidpraparate liefert und ein Austritt von Proteinen jedenfalls 
‘icht stattfindet. soweit dieselben nicht in irgend einer Form mit dem 
Phosphatid vergesellschaftet sind, so kann man mit Hinblick auf den 
positiven Ausfall der Vitaminreaktionen wieder den Schlub .ziehen 
lab die Phosphatide als die Muttersubstanzen der Vitamine anzu- 
sehen sind 


Der enthaltene N ist vollkommen in der Phosphormolybdansaure- 
fallung enthalten, gehért also vollkommen der vorhandenen Base an 
der P ist zum Teil organisch, zum Teil aber in anorganischer Form im 
Dialysat enthalten. Die Fallung mit Blei-, Quecksilber-. Cadmium- 
salzen, die in einer friiheren Abhandlung beschrieben worden ist!. gab 
so wie dort. annahernd stéchiometrische Werte, so daB wohl auf chemi- 
sche Bindung der genannten Tonen an das Phosphatid geschlossen 
werden darf. 


1 Beitrage z. Biol. d. Pflanzen 16, 129, 1928 
Biochemische Zeitschr.ft Band 205 17 
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Aus nicht autolysierter Hefe gingen niemals phosphorhalti; 
Komplexe in Dialysewasser tiber. Es wurde die Dialyse der frisch: 


Hefe unter den verschiedensten Verhaltnissen, bei Temperaturen }j: 


zu 40°. mit und ohne Zusatz von Salzen ein-. zwei- und dreiwertig 
Ionen und Elektrodialyse vorgenommen. 

Da alle diese Versuche negativ ausfielen, soll tiber die Einzelheit« 
der sehr langwierigen Versuchsserien nicht berichtet werden. Es trate; 
weder Phosphatide noch auch Proteine unter diesen Verhialtnissen 
das Dialysewasser aus. Bei der Extraktion der frischen Hefe mit organ 
schen Solvenzien wurden wohl phosphorhaltige Extrakte und Fallunge: 
mit Bleiacetat erhalten, indessen auch reichliche Mengen von Proteine: 
deren Abtrennung von den Phosphatiden miihselig und unsicher wa 

Der Umstand, daB nach der Autolyse wasserige Dialysate vor 
Phosphatiden ohne begleitende Proteine erhalten werden konnten 
zeigt, daB in der Hefezelle beide Komplexe in Verbindung stehen. di: 
erst enzymatisch getrennt werden mu, worauf dann die gewéhnlich: 


Dialyse der Phosphatide gegen kaltes Wasser vor sich geht, wahren«| 


oberhalb einer Temperatur von 15°, wie in unseren friiheren Versuche: 
auch Eiwei® in das Dialysat iibertritt, und zwar um so mehr, je hohe: 
die Temperatur ist. Wir haben also hier die Méglichkeit vor uns, di: 
Phosphatide der Hefe zu isolieren, wobei in der Folge. um Oxydatione: 
zu vermeiden, der im gleichen Heft dieser Zeitschrift beschrieben: 
Apparat benutzt wird. Uber die weiteren Resultate soll spater b« 
richtet werden. 
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Ein Apparat zum Filtrieren von Lésungen, Fallen 
von Niedersechligen und Filtrieren derselben in N-Atmosphire. 


Von 
\. Grafe und K. Freund. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Neuen Wiener Handelsakademie.) 
(Eingegangen am 28. November 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Schon bei unseren friiheren Arbeiten! hatte sich gezeigt, dab 
der Luftsauerstoff nicht ohne Einwirkung auf die Phosphatidpraparate 
bleibt, daB sich beim Fallen, besonders aber beim Stehen derselben eine 
Verfarbung und Inkonstanz der Analysenresultate zeigte, so daB be- 
sondere MaBnahmen notwendig waren, um diese Ubelstande zu ver- 
meiden. 

Besonders zeigte sich diese starke Einwirkung bei der Gewinnung 
des Bleiphosphatids von Hordeum, bei welchem, wie wir nachweisen 
konnten®, die wasserigen Phosphatiddialysate voéllig frei von Proteinen 
und Gerbstoffen gewonnen werden konnten, was friiheren Autoren 
nicht gelungen war. 

Wurde Saatgerste 24 Stunden gegen Wasser dialysiert, das hell- 
braune, filtrierte Dialysat mit Bleiacetat ausgefallt, so erschien die 
Faillung wohl anfangs grau-hellbraun; in der Nutsche farbte sie sich 
jedoch beim Absaugen dunkler und bildete nach dem Trocknen im 
Vakuum eine schwarze, glasige Masse. Es handelte sich dabei um 
Oxydation durch den Luftsauerstoff. dem in erster Linie die Fett- 


' Diese Zeitschrift 159, 445; 162, 366, 1925;[ 176, 266, 1926; 177, 
16, 1926; 187, 102, 1927; Planta 2, 429, 1926. 
2 Grafe und Freund, Beitr. z. Biol. d. Pflanzen 16, 129, 1928. 
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siurekomponente des Phosphatids anheimfiel. Es war schon friih 
gezeigt worden, dafs am Aufbau der Phosphatide ungesattigte Fet: 
siuren beteiligt sind und daB aus manchen derselben sehr rasch a 
der Luft Oxyfettsiuren entstehen. Um dieser Oxydation mit ihr 
zweiffellos stark eingreifenden Veranderung dieser Fettsaurekomponent 
erfolgreich zu begegnen, wurde ein Apparat (Abb. 1) konstruiert, ck 

















Abb. 1. 
Apparat zum Filtrieren in N-Atmosphire 


sowohl das Filtrieren wie das Ausfillen des Dialysats als auch div 
Filtration der Fallung in Stickstoffatmosphare gestattet. 

Da dieser Apparat sich auch bei folgenden Arbeiten gut bewahr' 
hat und die Entstehung unveranderter konstanter Analysenpraparat« 


erméglicht, wurde er in der Folge bei allen derartigen Versuchen 


benutzt und mége hier beschrieben werden. 
Der von einem von uns! entworfene und von der Wiener Firma 
O. Ewald prazise ausgefiihrte Apparat besteht aus einem 300 cen 


1 K. Freund. 
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fassenden GefaB A, das zwei verschlieBbare Offnungen, I und II, besitzt; 
es ist mittels Gummistopfens in die Porzellanfilterkerze K gesetzt. 
welche mit ihrem oberen Rande, durch einen Gummiring gedichtet, 
auf dem GlasgefiB B aufsitzt. Dieses hat einen Fassungsraum von 
1) com und besitzt die drei verschlieBbaren Offnungen J//, 7V und V. 
Der AbfluBschnabel V sitzt im Stopfen der Tulpe C (mit Offnung VJ), die 
auf dem Teller der zweiteiligen Nutsche N* aufgeschliffen ist; die 
Schale der Nutsche aus unglasiertem Porzellan wird von der Tulpe 
iiberdeckt. Der Teller soll mit Kahibaumschem Vakuumfett schwach 
eingefettet werden, da sonst der Stickstoffverbrauch grob ist. Dies 
muB jedoch mit Riicksicht auf die Weiterverarbeitung des Filtrats 
vorsichtig geschehen. Der Apparat wird auf eine Saugflasche S gesetzt. 
In den Schliff des Behalters B pabt eine Biirette. 


Die Arbeitsweise ist nun folgende: Die Dialysate werden, um 
eine etwaige Oxydation der Losungen zu vermeiden, in groben, engen 
Glaszylindern hergestellt, in die standig Stickstoff eingeleitet wird, 
wodurch auch ein Konzentrationsausgleich in der Lésung hergestellt 
wird. Der Apparat wird durch Evakuieren bei V// von J aus mit 
Stickstoff gefiillt. Dann wird das GefiB A mit dem Dialysat voll- 
gesogen. V geschlossen und das GefiB B bei /// an die Saugpumpe 
angeschlossen. Das Dialysat wird so durch die Kerze filtriert. A wird 
an die Dialysierzylinder angeschlossen und filt sich automatisch. 


Sobald B gefiillt ist, wird A unter gleichzeitigem Nachleiten von 
Stickstoff vermittelst 777 samt Kerze entfernt und die Biirette in den 
Schliff eingesetzt. B wird dann bei /// geliiftet und das Dialysat mit 
essigsaurem Blei ausgefallt. Nach dem Dekantieren wird durch Offnen 
von V die Schale mit Niederschlag gefiillt und die Fallung durch 
Evakuieren von S filtriert; in dem MaBe als die Fallung aus B oder aus 
der Schale abflieBt, wird durch JJI bzw. VI Stickstoff nachgeleitet. 
Ist der ganze Niederschlag filtriert, so kann die klare tiberstehende 
Lisung bei JV abgelassen werden. Gewaschen wird durch den Be- 
halter B, und die Fallung wird durch Absaugen und Einleiten von 
Stickstoff durch VJ grob getrocknet. 


Es zeigte sich jedoch, daB sich weder im Stickstoffstrom her- 
gestellte und filtrierte Dialysate, noch deren im Behialter dekantierte 
Bleifallungen in der Fiarbung von solchen unterschieden, die in ge- 
wohnlicher Atmosphare hergestellt worden waren; auch nicht, wenn 


* Diese Nutsche der Berliner staatlichen Porzellanmanufaktur ist sehr 
zweckdienlich, da die Schale nach dem Filtrieren direkt in den Exsikkator 
gestellt werden kann und das listige Anhaften von Filterfasern an den 
Niederschlag vermieden wird. 








262 V. Grafe u. K. Freund: 


obendrein im Dunkelraum bei 0° gearbeitet worden war. Wohl aber 
zeigte sich von der Oxydationsfarbung der Fallung in der Nutsc} 
nach dem Trocknen nichts mehr, auch wenn die Dialysate nicht 
Stickstoffatmosphiare hergestellt und getrocknet worden waren. fs 
ist also anzunehmen, daBb Licht, Zimmertemperatur und Luftsauerst«ff 
gar keinen EinfluB auf Dialysat und suspendierte oder dekantiert: 
Fillung. wohl aber, da Sauerstoff einen solchen auf die filtrierte 
Faillung hat. Es wurde daher beim weiteren Arbeiten von der He: 
stellung der Dialysate in Zylindern und Filtrieren derselben in Stickstoft 
atmosphire abgesehen, wohl aber beim Filtrieren und Waschen dey 
Fallungen peinlichst darauf geachtet, daB keine Luft zur Fallung 
gelangen konnte 

Die Filtration der Dialysate geschah daher in der Folge auBerhalh 
des Apparats, und zwar in der kiihlen Jahreszeit, wahrend welcher sich 
niemals das Auftreten einer von Hansteen Cranner behaupteten ..un 
léslichen Fraktion*’ zeigte, durch ein Schleicher-Schiillsches Filte: 
Nr. 597, was ausgezeichnet gelingt, bei héheren Temperaturen, dix 
aber 22° niemals iibersteigen diirfen, durch Berliner Filterkerzen aus 
Masse P 26b. Das filtrierte Dialysat wird in den oben beschriebenen 
Apparat eingefiillt und mit n/2 Bleiacetatlésung ausgefallt. Die Fallung 
welche homogen aussieht, kann, wenn alles ausgefallt und wiederholt 
umgeriihrt worden war. rasch abdekantiert werden, worauf die iiber 
stehende, noch hellgelbe Lésung ganz klar ist. Es kommt darauf an 
daB die Fallung vollstandig ist und mehrere Male kraftig umgeriihri 
wurde. Die Haihne 7/J und VJ werden mittels eines Dreiwegrohres an 
den Stickstoffgasometer' angeschlossen, um in Behalter und Tulp« 
denselben Druck herzustellen, da sonst beim Offnen von V aus der 
Tulpe sofort Stickstoffblasen aufsteigen, welche die dekantierte Fallung 
zerstoren wiirden. 


Da die Fallung nur in feuchtem Zustande oxydabel ist, dann aber 
auBerordentlich leicht, wurde die Tonschale am SchluB nur von der 
Hauptmenge des Wassers befreit, wihrend des Abhebens der Tulpe 
und Dariiberleitens von Stickstoff mit einem Uhrglas bedeckt und 
rasch in einen Exsikkator gebracht, der evakuiert und mit Stickstoft 
gefillt worden war. Auch wahrend des Filtrierens muB das Haupt 
augenmerk darauf gerichtet sein, daB die Schale niemals frei von Flissig 
keit wird. MuB bei Unterbrechung der Arbeit oder am Ende der Filtration 
die Saugflasche S gefiillt werden, so muB dies mit Stickstoff geschehen 
alle Operationen miissen im Stickstoffstrom ausgefiihrt werden. Wird 


' Da sich bei unseren friiheren Arbeiten gezeigt hatte, dab CO, nicht 
ohne Einwirkung auf die Praparate bleibt, wurde Stickstoff verwendet. 
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auch nur eine einzige dieser VorsichtsmaBregeln auber acht gelassen 
s» erscheint die Fallung nach dem Trocknen schwarzbraun und 
oxydiert. 

Arbeitet man jedoch in der angegebenen Weise, so bleibt die 
Fallung nach dem Trocknen hellgrau und zerfallt, wenn sie geniigend 
gewaschen worden war, im evakuierten Schwefelsiureexsikkator zu 
einem lockeren, hellgrauen Pulver, das bei der Analyse einheitliche 
esultate verspricht. Die Erfahrungen, welche bisher mit der be 
schriebenen Arbeitsweise und mittels des angegebenen Apparates ge 


wonnen wurden. sind die besten 








Berichtigung 


zur Mitteilung von P. P. Astanin und W. M. Rubel. diese Zeitschr. 202 
70, 1928. 


Auf 8.73 sollen die Formeln der |. bis IV. Stufe durch folgende 
Symbole nebst beigefiigtem Text ersetzt werden: 


1. Stufe: RCH . NH, RCH .N—CH, + 30 


> 


COOH + HCHO COOH 
II. Stufe: R.CO 


+> 


HNCO+H,O — 
COOH 
Ill. Stufe: NH=—C—0O + H,O — NH, + CO, 
- NH, 
HN=Cc 
\—@ 


In Anwesenheit von iiberschiissigem Ammoniak wird Cyansiure 
vollkommen in Harnstoff verwandelt: 


IV. Stufe: NH,OCN == NH, + HOCN = HNCO + NH, 


NH, 
— HN=—C 
O 
Berichtigung 


zu der Arbeit von F. Ehrlich und F. Schubert, diese Zeitschr. 203 
343. 1928. 


Auf 8. 347. 3. Absatz, 6. Zeile muB es statt ..Hefepresse heiben 
Hebel presse. 











